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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common form of leukemia in 
Western countries. It is characterized by clonal proliferation in peripheral blood of 
resistant apoptosis B lymphocyte having a characteristic immunophénotype defined by 
the co-expression of CD5 / CD19 and a lower expression of CD20, CD22 and CD79b 
compared to the normal B lymphocyte. Tumor B lymphocytes, during the progression 
of the disease, invade the bone marrow and the primary and secondary lymphoid 
organs. Different clinical, biological and genetic parameters allow categorize patients 
with CLL. However, the prognostic value of these factors is currently limited by its lack 
of effectiveness in predicting clinical progression, especially during the early stages of 
the disease. It is therefore important to identify prognostic markers that are 
determinants in marked clinical heterogeneity of this leukemia. Similarly, research on 
survival mechanisms involved in the pathogenesis of CLL can afford to improve the 
election of new combination therapies in response to adverse prognostic factors and 
the effect of the resistance of the tumor microenvironment.
Objectives
Based on the previously exposed, this thesis focuses on the identification and 
analysis of molecular alterations as prognostic factors in diagnosing the disease and 
also in studying drug combinations to explore resistance mechanisms in response to 
molecular alterations with adverse prognosis. The work is developed following three 
main objectives:
- Analysis of the genetic variability of VEGFA gene in the prognosis of patients with CLL 
diagnosis.
- Analysis of the molecular alterations of ATM, BIRC3, SF3B1 (K700E) and NOTCH1 




- Study of the cytotoxic effect of drug combinations and their correlation with 
molecular alterations of adverse prognosis in patients with and without prior 
treatment.
Methodology
We studied a total of 401 samples of newly diagnosed patients and 40 
samples from patients in clinical progression. The samples used were B lymphocytes, 
obtained from the purification of peripheral blood samples of patients from four 
hospitals of GLIMCE group: Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda, 
Hospital Universitario de Getafe, Hospital Universitario Severo Ochoa and Hospital 
Universitario of Valencia. In all cases, the biological samples from patients and healthy 
individuals, was performed the genomic DNA extraction using DNAzol or automatically. 
Biological samples of patients analyzed in this study were grouped into three different 
studies. In the study the analysis of genetic polymorphisms of the VEGFA gene were 
analyzed 239 newly diagnosed patients. 183 healthy individuals as a control group 
were also studied. In both groups genotyping VEGFA certain gene polymorphisms was 
performed by real time PCR. In the study of the impact of molecular alterations in 
patients with l l q  deletion, we were analyzed 118 patients at diagnosis and 27 patients 
in clinical progression.
In this study, we performed the mutational screening of ATM and BIRC3 
genes by HRM and subsequent sequencing, while in the SF3B1 and NOTCH1 genes, the 
most common mutations, p.K700E and p.P2515fs*4 were analyzed, respectively, by a 
detection assay somatic mutations by real time PCR. Finally, the study of drug 
combinations in patients with adverse prognosis alterations, we studied 35 patients 
including 21 samples from newly diagnosed patients and 14 patients who received 
prior treatment. We performed primary cell cultures and co-cultures with two cell lines 
HS-5 (fibroblastoid) and HS-27A (epithelioid). The effect of ATO, fludarabine and 
forodesine drugs was determined by flow cytometry using labeling with Annexin V- 




analysis of VEGFA gene, and haplotype frequencies analysis it was performed using the 
Phase program and linkage disequilibrium analysis was performed by Haploview 
program. The test \2 Pearson used for the analysis of association between clinical and 
/ or molecular variables, as well as all statistical analysis of overall survival (OS) and 
time of first treatment (TTFT), were performed using SPSS 15.0 with a significance level 
of p <0.05. The CompuSyn program was used in the case of the analysis of the 
cytotoxic effect of drugs, and the data were analyzed using GraphPad InStat v3.06 
program.
Results
Two hundred and thirty nine patients, were analyzed for five polymorphic 
variants of the gene VEGF rs699947 (-1540 O A ), rs833061 (-460 T>C), rs2010963 
(405O G), rs25648 (1032OT) and rs3025039 (16890T). We detected allele, genotypic 
and haplotypic frequencies, between the patients group and the group of healthy 
subjects (n = 183). Later, in a recessive genetic model it was detected that the ACG 
haplotype in homocigosis (genotype ACG+/+) comprised of gene variants VEGF 
rs699947/rs833061/rs2010963, was correlated with lower OS compared to other 
genotypes ACG /x (HR: 2.3; p = 0.002). Furthermore, multivariate analysis identified the 
genotype ACG +/+as a new independent prognostic factor (HR: 2.1, p = 0.005). We 
found that this genotype could subdivide patients with indolent variables in subgroups 
of different prognosis. Specifically, patients with IgVH-M (HR: 3.5, p = 0.035) genes, 
with a genetic low or very low risk (HR: 3.4, p = 0.001), with initial clinical stages (HR:
2.2, p = 0.035) , negative expression of CD38 (HR: 3.4, p = 0.0001) and with an age to 
diagnosis less than 65 years (HR: 3.1, p = 0.009), showed a decrease of OS associated 
with the presence of genotype ACG +/+.
Moreover, in the study of the molecular alterations, we found that 14/118 
(11.8%) and 7/118 (5.9%) patients had mutations in the ATM  and BIRC3 genes, 
respectively. Regarding the NOTCFI1 (p.P2515fs*4) and SF3B1 (p.K700E) genes, 




In analyzing the impact of changes in the ATM gene in patients with l l q  deletion, 
patients with both alterations (biallelic inactivation of the ATM gene) had a similar 
TTFT and lower OS compared to patients with l l q  deletion isolation and shorter TTFT 
and OS when compared to patients with wild type ATM. In the multivariate analysis, it 
was identified that biallelic inactivation of the ATM  gene was significantly associated 
(FIR: 6.4, p <0.007) with a similar risk of death to that described in patients with p53 
deletion (HR: 6.1, p <0.004). This risk also was higher than identified in patients who 
only had l l q  deletion (FIR: 2.8, p <0.022) and other variables known adverse 
prognostic such us age, advanced clinical stage and complex karyotype. By contrast, in 
patients with the diagnosis BIRC3 gene mutation and deletion l lq ,  no influence was 
detected in the TTFT and OS in the multivariate analysis.
Finally, in the analysis of the drug combination, we detected an additive 
interaction among combinations with ATO and forodesine and a synergistic 
combination in the interaction between ATO and Fludarabine. In addition, patients 
showed less cytotoxic response to fludarabine in vitro assays, ATO potentiated the 
effect of fludarabine in previously untreated patients and progression, significantly 
decreasing cell viability. To further explore the biological mechanisms of this 
interaction were analyzed proteins involved in the survival of CLL cells. It showed that 
the combination of ATO and fludarabine to a selected dose, significantly decreased the 
expression of Akt and ERK, and the ratio of Bcl-2/Bax and Mcl-l/Bim, compared to the 
action of drugs individual. Furthermore, analysis of cellular resistance favored by the 
microenvironment, the combination of ATO and partially acted on Fudarabina 
resistance stromal cells on CLL cells induced.
Conclusions
CLL patients with ACG +/+ genotype had lower survival compared to other 
genotypes. In fact, ACG +/+ genotype was identified as an independent prognostic 
marker in the study cohort, capable of subdividing patients with indolent variables in 




concentrations, sensitizes resistant cells to Fludarabine, by a lower expression of ERK 
and Akt as well as the decrease in anti-apoptotic Bcl-2 and Mcl-1 proteins, and 
additionally can partially act on the pro-survival effect induced stromal cells. Overall, 
the detection in early stages of CLL, polymorphic variants of VEGFA gene and 
mutations of the ATM gene in patients with l l q  deletion,, along with other factors, 
could be useful as prognostic markers in clinical practice. Furthermore, the study of 
ATO and fludarabine appears as effective for investigating mechanisms of resistance 








La leucemia linfocítica crónica (LLC) es la forma más común de leucemia en los 
países occidentales. Se caracteriza por la proliferación clonal en sangre periférica de 
linfocitos B resistentes a la apoptosis que presentan un inmunofenotipo característico 
definido por la co-expresión de CD5/CD19 y una menor expresión de CD20, CD22 y 
CD79b comparado con un linfocito B normal. Los linfocitos B tumorales, durante la 
progresión de la enfermedad, invaden la médula ósea y los órganos linfoides primarios 
y secundarios. Los diferentes parámetros clínicos, biológicos y genéticos permiten 
categorizar a los pacientes con LLC. Sin embargo, el valor pronóstico de estos factores 
actualmente es limitado, por su falta de eficacia para predecir la progresión clínica, 
principalmente durante las etapas iniciales de la enfermedad. Por tanto, es importante 
la identificación de marcadores pronósticos que sean determinantes en la marcada 
heterogeneidad clínica de esta leucemia. Del mismo modo, la investigación sobre los 
mecanismos de supervivencia implicados en la patogénesis de la LLC, puede permitir 
mejorar la elección de nuevas terapias combinadas en respuesta a factores de 
pronóstico adverso y al efecto de la resistencia del microambiente tumoral.
Objetivos
En base a lo anteriormente expuesto, la presente tesis doctoral se centra en la 
identificación y análisis de alteraciones moleculares como factores pronósticos en el 
diagnóstico de la enfermedad, y en el estudio de combinaciones de fármacos para 
explorar mecanismos de resistencia en respuesta a alteraciones moleculares de 
pronóstico adverso. El trabajo realizado se desarrolla siguiendo tres objetivos 
principales:
- Análisis de la variabilidad genética del gen VEGFA en el pronóstico de los pacientes 
con LLC al diagnóstico.
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- Análisis de las alteraciones moleculares de los genes ATM, BIRC3, SF3B1 (K700E) y 
NOTCH1 (p.P2515fs*4) en la supervivencia de pacientes al diagnóstico con deleción 
l lq .
- Estudio del efecto citotóxico de combinaciones de fármacos y su correlación con 
alteraciones moleculares de pronóstico adverso en pacientes con y sin tratamiento 
previo.
Metodología
Se han estudiado un total de 401 muestras de pacientes recién diagnosticados y 
40 muestras de pacientes en progresión clínica. Las muestras empleadas fueron 
linfocitos B obtenidos a partir de la purificación de muestras de sangre periférica de 
pacientes provenientes cuatro hospitales del grupo GLIMCE: Hospital Universitario 
Puerta de Hierro Majadahonda, Hospital Universitario de Getafe, Hospital Universitario 
Severo Ochoa de Madrid y Hospital Universitario General de Valencia. En todos los 
casos, a las muestras biológicas de los pacientes y de los individuos sanos se realizó la 
extracción del ADN genómico mediante DNAzol o de forma automática. Las muestras 
biológicas de los pacientes analizados en este trabajo se agruparon en tres estudios 
diferentes. En el estudio del análisis de los polimorfismos genéticos del gen VEGFA se 
analizaron 239 pacientes recién diagnosticados. También se estudiaron 183 individuos 
sanos como grupo control. En ambos grupos se realizó el genotipado de determinados 
polimorfismos del gen VEGFA mediante PCR a tiempo real. En el estudio del impacto 
de las alteraciones moleculares en pacientes con deleción l l q  se analizaron un total 
de 118 pacientes al diagnóstico y 27 pacientes en progresión. En este ensayo se realizó 
el cribado mutacional de los genes ATM y BIRC3 mediante HRM y posterior 
secuenciación, mientras que en los genes SF3B1 y NOTCFI1, se analizaron las 
mutaciones más frecuentes, p.K700E y p.P2515fs*4, respectivamente, mediante un 
ensayo de detección de mutaciones somáticas por PCR a tiempo real. Por último, en el 
estudio de las combinaciones de fármacos en pacientes con alteraciones de pronóstico 
adverso, estudiamos 35 pacientes incluyendo 21 muestras de pacientes recién 
diagnosticados y 14 de pacientes que recibieron tratamiento previo. Se realizaron
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cultivos de células primarias y co-cultivos con dos líneas celulares HS-5 (fibroblastoide) 
y HS-27A (epitelioide). El efecto de los fármacos ATO, fludarabina y Forodesina se 
determinó por citometría de flujo mediante el mareaje con Anexina V-FITC/IP. La 
expresión de las proteínas se determinó por Western Blotting. En el análisis del gen 
VEGFA, el análisis haplotípico y de sus frecuencias se realizó mediante el programa 
Phase y el análisis del desequilibrio de ligamiento se realizó mediante el programa 
Haploview. El test x2 de Pearson empleado para el análisis de asociación entre las 
variables clínicas y/o moleculares, así como todos los análisis estadísticos de 
supervivencia global (SG) y del tiempo libre de tratamiento (SLT), fueron realizados 
mediante el programa estadístico SPSS 15.0 con un nivel de significancia de p<0.05. En 
el caso del análisis del efecto citotóxico de los fármacos, se utilizó el programa 
CompuSyn y los datos fueron analizados mediante el programa GraphPad InStat v3.06.
Resultados
Se analizaron en 239 pacientes, cinco variantes polimórficas del gen VEGFA 
rs699947 (-1540 O A ), rs833061 (-460T>C), rs2010963 (405OG), rs25648 (1032OT) y 
rs3025039 (16890T). Se detectaron frecuencias alélicas, genotípicas y haplotípicas 
similares entre el grupo de pacientes y el grupo de individuos sanos (n=183). 
Posteriormente, en un modelo genético recesivo se detectó que el haplotipo ACG en 
homocigosis (genotipo ACG+/+) conformado por las variantes del gen VEGFA 
rs699947/rs833061/rs2010963, fue correlacionado con una menor SG comparado a 
otros genotipos ACG'/x (HR: 2.3; p=0.002). De forma destacada, en el análisis 
multivariante identificamos al genotipo ACG+/+ como un nuevo factor pronóstico 
independiente (HR: 2.1, p=0.005). Detectamos que este genotipo, podía subdividir a 
pacientes con variables de curso indolente en subgrupos de diferente pronóstico. 
Concretamente, pacientes con genes IgVH-M (HR: 3.5, p = 0.035), con una genética de 
bajo o muy bajo riesgo (HR: 3.4, p = 0.001), con estadios clínicos iniciales (HR: 2.2, p =
0.035), expresión negativa de CD38 (HR: 3.4, p = 0.0001) y con una edad al diagnóstico 
inferior a 65 años (HR: 3.1, p = 0.009), presentaron una disminución de la SG asociada 
a la presencia del genotipo ACG+/+.
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Por otra parte, en el estudio de las alteraciones moleculares, detectamos que 
14/118 (11.8%) y 7/118 (5.9%) pacientes presentaron mutaciones en los genes ATM y 
BIRC3, respectivamente. En relación a los genes NOTCH1 y SF3B1, las mutaciones 
fueron detectadas en 14/118 (11.8%) y 10/118 (8.5%) pacientes, respectivamente. En 
el análisis del impacto de las alteraciones del gen ATM en los pacientes con deleción 
l lq ,  los pacientes con ambas alteraciones (inactivación bialélica del gen ATM) 
presentaron una similar SLT y una menor SG en comparación con pacientes con 
deleción l lq  de forma aislada. Por otro lado, presentaron una disminución de la SLT y 
de la SG en comparación con los pacientes que no presentaron ninguna alteración 
(ATM wild type). En el análisis multivariante, se identificó que la inactivación bialélica 
del gen ATM fue asociada significativamente (HR: 6.4, p<0.007) con un riesgo de 
muerte similar al descrito en los pacientes con deleción p53 (HR: 6.1, p<0.004). Este 
riesgo, además fue superior al identificado en pacientes que sólo presentaron deleción 
l lq  (HR: 2.8, p<0.022) y al de otras variables conocidas de pronóstico adverso como la 
edad, el estadio clínico avanzado y el cariotipo complejo. Por el contrario, en pacientes 
al diagnóstico con mutación del gen BIRC3 y deleción l lq ,  no se detectó ninguna 
influencia en la SLT y en la SG en el estudio multivariante.
Por último, en el análisis de la combinación de fármacos, detectamos una 
interacción aditiva entre las combinaciones con ATO y forodesina y una combinación 
sinérgica en la interacción entre ATO y fludarabina. Además, en pacientes que 
presentaron una menor respuesta citotóxica a fludarabina en los ensayos in vitro, ATO 
potenció el efecto de la fludarabina, en pacientes sin tratamiento previo y en 
progresión, disminuyendo la viabilidad celular significativamente. Para profundizar en 
los mecanismos biológicos de esta interacción se analizaron proteínas involucradas en 
la supervivencia de las células de LLC. Se mostró que la combinación de ATO y 
fludarabina a una dosis seleccionada, disminuyó de forma significativa la expresión de 
Akt y ERK, así como el ratio de Bcl-2/Bax y Mcl-l/Bim, en comparación a la acción de 
los fármacos individuales. Además, en el análisis de la resistencia celular favorecida por
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el microambiente, la combinación de ATO y Fudarabina actuó parcialmente sobre la 
resistencia inducida por las células del estroma sobre las células de LLC.
Conclusiones
Los pacientes de LLC con el genotipo ACG+/+ presentaron una menor 
supervivencia comparada a otros genotipos. De hecho, el genotipo ACG+/+ se identificó 
como un marcador pronóstico independiente en la cohorte de estudio, capaz de 
subdividir a los pacientes con variables de curso indolente en subgrupos con diferente 
pronóstico. La interacción de en bajas concentraciones ATO con fludarabina, sensibiliza 
a las células resistentes a fludarabina, mediante una menor expresión de ERK y AKT, así 
como de la disminución de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y Mcl-1, y además, 
puede actuar parcialmente sobre el efecto de pro-supervivencia inducido por las 
células estromales. En conjunto, la detección en etapas iniciales de la LLC, de variantes 
polimórficas del gen VEGFA y mutaciones del gen ATM en pacientes con deleción l lq ,  
junto a otros factores, podría ser de utilidad como marcadores pronósticos en la 
práctica clínica. Además, el estudio de ATO y fludarabina, se presenta como una 
combinación eficaz para investigar mecanismos de resistencia especialmente en 






1.1. Características principales de la leucemia linfocítica crónica (LLC)
La LLC se caracteriza por la proliferación clonal en sangre periférica (>5000 
linfocitos/pl) de linfocitos B resistentes a la apoptosis y con un inmunofenotipo 
característico [1, 2]. Estas células leucémicas son morfológicamente maduras pero 
presentan un inmunofenotipo característico definido por la expresión de antígenos 
(Ags) específicos de células B como CD19 y CD23, la expresión del antígeno de célula T 
CD5 y una menor expresión de CD20, CD22 y CD79b comparado con un linfocito B 
normal. Durante la evolución de la enfermedad, las células tumorales (células de LLC) 
proliferantes, progresivamente invaden la médula ósea y los órganos linfoides 
primarios y secundarios [3, 4]. Los linfocitos B tumorales se acumulan progresivamente 
en la médula ósea y su infiltración se produce siguiendo un patrón de crecimiento 
nodular, intersticial o difuso. Por otra parte, a nivel ganglionar se observan otros 
patrones de crecimiento, como el crecimiento pseudofolicular, el más frecuente en los 
ganglios linfáticos de los pacientes [5].
La LLC es una enfermedad incurable con un curso clínico muy heterogéneo. La 
mitad de los pacientes presentan un curso indolente de la enfermedad pudiendo 
permanecer asintomáticos y sin tratamiento durante décadas con una expectativa de 
vida similar a la de la población general normal, mientras que la otra mitad de los 
pacientes van a requerir tratamiento a lo largo de la evolución de la LLC. A pesar de 
que con los tratamientos actuales se consiguen tasas de respuesta elevadas, muchos 
pacientes recaen a lo largo de la evolución de la misma. La falta de un tratamiento 
curativo, la prolongada secuencia de respuestas-recaídas, así como su prevalencia en 
poblaciones de edad avanzada con comorbilidades asociadas, influyen en la ausencia 
de tratamientos estándares para cada una de las situaciones que plantea la 
enfermedad [6-8]. Actualmente, es el síndrome linfoproliferativo más común en los 
adultos de países occidentales, comprendiendo aproximadamente el 11% de todas las 
neoplasias hematológicas y el 24% de todas las leucemias [2, 9, 10]. La incidencia en 
poblaciones asiáticas y afroamericanas frente a países occidentales es
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significativamente menor, representando entre el 5-10% de las leucemias. Además, 
esta incidencia se mantiene incluso ante los movimientos migratorios, descartándose 
cualquier hipótesis de factores ambientales de predisposición [11, 12].
Se presenta al diagnóstico con mayor frecuencia en varones que en mujeres 
(1.7:1), con una edad mediana entre 68 y 72 años y con una incidencia de 4-5 casos por 
cada 100.000 habitantes/año [13, 14]. La incidencia aumenta con la edad, siendo poco 
frecuente su aparición antes de los 50 años. Sin embargo, en la actualidad se han 
incrementado los casos con diagnóstico temprano (alrededor de un 20%), al realizarse 
un mayor número de analíticas de sangre rutinarias en individuos que se presentan 
totalmente asintomáticos [13, 15].
1.2. Desarrollo del linfocito B tumoral en la LLC
1.2.1. Ontogenia del linfocito B
Las células o linfocitos B forman parte del sistema inmune adaptativo y derivan 
de un precursor pluripotente, la célula madre hematopoyética (HSC), presente 
fundamentalmente en la médula ósea, donde también se generan las células B con 
receptores de antígeno funcionales (BCRs) que posteriormente adquirirán 
competencia inmunológica [16]. La respuesta de la célula B durante el reconocimiento 
antigénico es mediada a través de la región variable (V) de las cadenas pesadas (VH) y 
ligeras (VL) de la immunoglobulina (lg) que conforma el BCR. Cada célula B presenta un 
BCR distinto, formado por combinaciones variables de diferentes segmentos. El 
dominio VL está codificado por dos genes diferentes (VLy Vj), mientras que el dominio 
VH está codificado por tres genes diferentes: VH, DH y Jh [17,18,19],
En el primer paso de todo el proceso de maduración, las HSCs pueden 
diferenciarse a un tipo celular muy precoz denominado células pro-B. En este estadio 
se producen los primeros reordenamientos del dominio VH que en asociación con 
otros componentes, conducen a la formación del pre-BCR, que identifica el siguiente 
estado de maduración denominado célula pre-B [20, 21]. Posteriormente, se produce 
el reordenamiento de los genes de las cadenas ligeras, pasando al estadio B inmaduro
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que expresa IgM en la superficie celular [1, 20]. En este estadio, el linfocito B expresa 
el BCR en su membrana y los mecanismos de control se orientan hacia alcanzar la 
especificidad de este receptor, evaluándose su capacidad de reconocer moléculas 
propias en el ambiente medular, proceso conocido como inducción de tolerancia 
central B. Si no recibe ninguna señal a través del BCR, el linfocito B emigra desde la 
médula ósea para continuar con su desarrollo. Cuando los linfocitos B alcanzan la 
madurez sintetizan IgD, co-expresado en su membrana junto a la IgM [20], abandonan 
la médula ósea y entran en sangre periférica. Estas células B se definen como células 
vírgenes o naïve, porque aún no han entrado en contacto con antígenos, están 
presentes en estado de reposo en la fase GO del ciclo celular y constituyen entre un 5- 
15% de la población linfocitaria circulante [22, 23].
Seguidamente, los linfocitos B migran a órganos linfoides secundarios donde 
serán expuestos a antígenos en los centros germinales (CGs) de los folículos linfoides 
secundarios (Figura 1). Previamente, en el CG la secuencia de genes que codifican la 
porción variable de las cadenas pesadas (VH) y ligeras (VL) sufre una elevada tasa de 
mutaciones, proceso denominado hipermutación somática (SHM), que aumenta el 
repertorio del BCR por la introducción de mutaciones. De esta manera, cada etapa del 
proceso de maduración del linfocito B se caracteriza por el estado de recombinación 
de los genes de las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas, así como por la 
expresión de determinadas proteínas en la superficie celular [1, 17-19]. En el CG se 
seleccionan los linfocitos B con mutaciones que incrementen la afinidad de sus 
receptores BCR por el antígeno (células con mutaciones de baja afinidad o 
autorreactivas morirán por apoptosis) [21]. Para el inicio de la proliferación y 
diferenciación del linfocito B, el primer paso en su activación es el reconocimiento 
antigénico por parte del BCR, sólo en los linfocitos B que previamente han sido 
seleccionados al presentar una mayor afinidad por el antígeno. Posteriormente, 
reconocen antígenos presentados por células del microambiente como las células 
dendriticas foliculares (FDCs), lo procesan y expresan en superficie los péptidos 
derivados del antígeno, a través de moléculas de clase II del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MFIC-II). Estos péptidos son reconocidos por linfocitos T
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específicos que también conforman parte del microambiente celular. De esta manera, 
los linfodtos B experimentan múltiples rondas de proliferación, hipermutación 
somática y selección antes de ser finalmente diferenciados a células antígeno- 
específicas, como células B memoria y células plasmáticas [19, 21, 23, 24].
Cuando en el proceso de reconocimiento antigénico se requiere la participación 
de linfocitos T dentro del CG, se denomina respuesta inmune T-dependiente. Sin 
embargo, el proceso de estimulación antigénica también puede ocurrir en ausencia de 
células T y fuera del CG, en la zona marginal de los folículos linfoides en una respuesta 
inmune T-independiente (Figura 1). En esta fase, el linfocito B se pone en contacto con 
el Ag sin colaboración del linfocito T, dando lugar a células plasmáticas que producen 
anticuerpos de baja afinidad. Además, se produce la recombinación de los segmentos 
de las Igs, pero no el proceso de HSM [22]. Por otra parte, las células B maduras que no 
reciban estimulación antigénica, presentan el reordenamiento de los genes de las Igs, 
pero no HSM, y pasan a formar parte de una fracción de células B en los folículos 
primarios y en la zona del manto, hasta que reciban el estímulo correspondiente [1, 8].
Figura 1: Desarrollo del linfocito B y estado de maduración de los genes IgVH.
1.2.2. Origen del linfocito B en la LLC
La comprensión de la biología de la LLC ha cambiado durante la última década. 
Diferentes análisis del perfil de expresión génico (PEG) y estudios inmunogenéticos han
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proporcionado información relevante sobre su origen celular, del que aún existen 
diversos aspectos por resolver, necesarios para comprender la patogénesis y evolución 
de la enfermedad. Como se ha descrito, durante el desarrollo y diferenciación normal 
de los linfocitos B, ocurre una gran variedad de cambios en los genes de las 
inmunoglobulinas, como la adquisición de mutaciones somáticas. Cuando la secuencia 
de los genes de la región variable de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas 
(IgVH) varía en más de un 2% con respecto a la secuencia germinal, se considera que 
los pacientes presentan genes IgVH mutados (IgVH-M); si varía menos de un 2%, se 
considera que no presentan mutación (IgVH-UM). Aproximadamente, entre el 60-65% 
de los pacientes presentan mutaciones en los genes IgVH (LLC-M), mientras que un 35- 
40% de los pacientes no presentan mutación (LLC-UM) (13,15). De esta manera, la 
importancia de la presencia o ausencia de mutaciones en los genes IgVH ha 
influenciado la comprensión del origen celular de la LLC y ha conducido a la 
argumentación de diferentes hipótesis sobre su desarrollo tumoral [25-30].
Una de ellas propone que las mutaciones oncogénicas pueden iniciarse en 
etapas tempranas y que el primer evento de la transformación leucémica podría 
ocurrir en etapas tempranas de diferenciación, tales como las células madre 
hematopoyéticas (HCSs). Se han descrito experimentos en ratones inmunodeficientes 
que muestran que HSCs provenientes de pacientes con LLC producen un incremento 
en la proporción de células pro-B policlonales y eventualmente poblaciones de células 
B monoclonales y oligoclonales con características de una linfocitosis B monoclonal 
(LBM). Estos datos implicarían la presencia de lesiones genéticas y epigenéticas en las 
células HSC [16]. En la misma línea, alteraciones genéticas asociadas a LLC han sido 
detectadas en progenitores multipotentes de pacientes con LLC, lo que sugiere 
también la participación de precursores inmaduros en la patogénesis de la LLC. La 
adquisición de estas lesiones junto con la estimulación antigénica puede llevar a la 
selección y expansión de células B maduras, con la generación de poblaciones 
oligoclonales. Así, otros estudios del PEG proponen a las células B memoria como el 
origen celular del clon tumoral [26,27]. Estas investigaciones muestran que las células 
de LLC con IgVH-M presentan un PEG similar al de las células B memoria CD5+CD27+
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que han pasado por el CG (post-CG) y que derivan de un contexto de estimulación 
inmune T-dependiente (TD). Por otra lado, las células de LLC IgVH-UM presentan un 
PEG similar al de células B CD5+CD27-, por lo que se ha propuesto que puede derivar 
de células B naïve o vírgenes, de un linaje precursor de células B o de una célula B 
memoria que no ha pasado por el CG (pre-CG) dentro de un contexto de estimulación 
inmune T-independiente (TI) [28-30] (Figura 2).
■ ■
Figura 2: Esquema de las hipótesis del origen celular de la LLC. Modificado de [29].
Sin embargo, se siguen estudiando diferentes hipótesis dado que el proceso de 
génesis tumoral es un proceso de múltiples etapas. Desde una linfocitosis B 
monoclonal (LBM), la acumulación de alteraciones genéticas y epigenéticas, así como 
la estimulación del BCR con antígenos y componentes del microambiente también 
pueden contribuir a originar el precursor de las células de LLC y a la expansión y 
transformación del clon leucémico monoclonal [29, 30].
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1.3. Marcadores pronósticos en la LLC
Analizando históricamente la evolución de los factores pronósticos, durante la 
década de 1980, se desarrollaron diferentes marcadores clásicos basados en la
presencia de diferentes factores clínicos o morfológicos. Sin embargo, a partir de la 
década de los noventa y hasta la actualidad, se han identificado diversos factores
inmunofenotípicos, citogenéticos y moleculares (Tabla 1).
Tabla 1: Marcadores pronósticos empleados en el diagnóstico y seguimiento de la LLC.
I MARCADORES CLÍNICOS CLÁSICOS j
Bajo riesgo Rai 0, Binet A;
Estadio clínico Binet/Rai Riesgo intermedio Rai l-ll, Binet B,
Riesgo elevado Rai lll-IV, BinetC
Patrón de infiltración de médula ósea Adverso Difuso
Recuento linfocitario y tiempo de 
duplicación (TDL)
Adverso Recuento linfocitario: >50 x 109 linfocitos/L 
TDL: <12 meses
Elevada expresión: ß2-microglobulina
Marcadores séricos Adverso sérica (ß2-M), Timidína kinasa sérica (sTK),
CD23 soluble (sCD23)
MARCADORES DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS !
Expresión de ZAP-70 y CD38 Adverso
ZAP-70 (>20%) 
CD38 (>30%)
MARCADORES GENÉTICOS Y MOLECULARES g














Deleción de los genes m¡R15a y m¡R16-l
Forma aislada: Respuesta favorable en 
tratamientos con quimio-inmunoterapia vs 
tratamiento convencional 
Deleción del gen ATM 
Deleción del gen TP53 







Adverso Deleción y/o mutación
Adverso Mutaciones missense las más frecuentes
Adverso Mutaciones frameshift las más frecuentes
Abreviaciones: IgVH-UM, IgVH no mutado; IgVH-M, IgVH mutado
1.3.1. Marcadores clínicos clásicos
1.3.1.1. Sistema de clasificación Rai / Binet
Los sistemas de estadiaje clínico de Rai y Binet, representaron el primer sistema
de estratificación con valor pronóstico en la LLC [33, 34]. Ambos sistemas coinciden en
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la identificación de etapas clínicas que consideran el volumen-número de 
compartimentos ganglionares afectados por la enfermedad y el efecto de la infiltración 
de la médula ósea. Permiten la clasificación de los pacientes en grupos de riesgo: 
inicial o bajo (Rai 0, Binet A), intermedio (Rai l-ll, Binet B) y alto (Rai lll-IV, Binet C), con 
diferente correlación en la supervivencia global (SG) [35, 36]. Las características 
principales de cada etapa se describen en la Tabla 2. Una de las deficiencias más 
importantes de estos sistemas, es la falta de uniformidad en el curso de la 
enfermedad que presentan los pacientes de un mismo estadio. Por tanto, estos 
sistemas no son capaces de predecir la progresión de los pacientes principalmente en 
las etapas iniciales de la enfermedad [26], siendo esto fundamental, ya que más del 
80% de los pacientes diagnosticados están en el estadio Rai 0/Binet A [27].
Tabla 2: Clasificaciones de los sistemas de estadiaje clínico de Rai y Binet.
Riesgo Clasificación BINET Clasificación RAI Supervivencia3 I
Bajo
Sin anemia (Hb >100 g/L) 
ni trombocitopenia
q Linfocitosisben área > 10A (plaquetas >100 x 10 /L) 
y < 3 áreas linfoides 
afectadas
Sin anemia, ni 




Intermedio B áreas linfoides 
afectadas6
Linfocitosis con 





trombocitopenia y > 3 
áreas linfoides afectadas
Linfocitosis, anemia6 










a Supervivencia en años, b Linfocitosis >5xl09/L en sangre periférica, c Cada área cervical, axilar e 
inguinal unilateral o bilateral), la esplenomegalia y la hepatomegalia suponen un área ganglionar
(5 áreas en total), d Anemia en el estadio Binet definida por Hb<100g/L, 6 Anemia definida en el 
estadio RAI por Hb<110g/L,f Trombocitopenia con plaquetas <100 x 109/L.
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1.3.1.2. Patrón de infiltración de médula ósea
El patrón de infiltración de linfocitos en la médula ósea, no suele requerirse 
para el diagnóstico de la enfermedad, aunque, puede proporcionar información 
relevante antes del inicio del tratamiento. Puede ser de tipo nodular, intersticial, mixto 
(el caso más frecuente) o difuso, y se ha asociado con un pronóstico adverso. Las 
investigaciones sobre si el patrón y el grado de infiltración actúan como factores 
independientes, son controvertidas. Existen estudios que sugieren que el patrón de 
infiltración difuso no es un factor de pronóstico adverso [38]. Sin embargo, en otros, se 
ha asociado con genes IgVH-UM y con sobreexpresión de ZAP-70 [39].
1.3.1.3. Recuento linfocitario y tiempo de duplicación
Un recuento linfocitario elevado >50 x 109 linfocitos/L, ha sido considerado 
como un factor pronóstico adverso. Por otra parte, el tiempo de duplicación 
linfocitaria (TDL) se utiliza como un indicador de progresión en la enfermedad. Cuando 
el tiempo para la duplicación de los linfocitos es mayor (>12 meses), indica un 
pronóstico favorable, mientras que los casos agresivos muestran un menor tiempo de 
duplicación (<12 meses) [28]. Sin embargo, clínicamente hay muchos factores que 
afectan la tasa de crecimiento de las células tumorales, por tanto el TDL no puede ser 
considerado como un parámetro único, sino que necesita ser evaluado en el contexto 
de otros factores pronósticos [3].
1.3.1.4. Marcadores séricos
Los tres marcadores séricos más importantes en los pacientes con LLC son la 
ß2-microglobulina sérica (ß2-M), la timidina kinasa sérica (sTK) y el CD23 soluble (sCD23) 
[25]. La ß2-M es una proteína extracelular, componente del complejo HLA de tipo I y 
marcador de enfermedad activa en diferentes neoplasias e infecciones. Está presente 
en pequeñas cantidades en el suero y orina de individuos sanos. Altas concentraciones 
de ß2-M se han correlacionado con etapas clínicas avanzadas, con elevada carga 
tumoral y expresión de CD38 y ZAP70 [41, 42]. Se ha considerado como factor 
pronóstico independiente para la supervivencia libre de tratamiento (SLT) y global en 
ensayos clínicos en pacientes en primera línea con FCR (fludarabina, ciclofosfamida y
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rituximab) [42]. La sTK es una enzima implicada en la ruta de síntesis del ADN. Elevadas 
cantidades de sTK se correlacionan también con etapas clínicas avanzadas y progresión 
de la enfermedad [43]. Por otro lado, el sCD23 es una proteína derivada del antígeno 
CD23 de la membrana de la célula B y elevados niveles de esta proteína se han 
asociado con infiltración medular de tipo difuso, elevada carga tumoral y menor TDL 
[44]. El estudio de estos marcadores séricos presenta limitaciones debido a que sus 
valores de medición no son totalmente reproducibles entre los diferentes laboratorios 
clínicos. Además, se ha observado que los valores pueden estar influenciados por 
condiciones externas al curso de la LLC.
1.3.2. Marcadores de expresión de proteína
1.3.2.1. Expresión de ZAP-70 y CD38
En la década de los 90 se identificaron dos marcadores pronósticos 
independientes, la proteína tirosin-kinasa de 70 KDa (ZAP-70) y el antígeno de 
superficie CD38. ZAP-70, es un miembro de la familia de las kinasas Ser, que se asocia 
con la cadena zeta del receptor de la célula T (TCR) o con los receptores Fc de las IgG 
en las células NK. Normalmente se expresa en células T y NK normales, en las que inicia 
vías de señalización de la célula T provocando la activación, diferenciación, 
proliferación y funciones efectoras de la célula en respuesta a la estimulación del TCR. 
Está ausente en células B normales, pero se expresa en células B de la LLC [45], se 
asocia con genes IgVH-UM y con la expresión de CD38 [46]. Sin embargo, aún resta por 
investigar sobre su compleja función en la biología de la célula B tumoral. Se ha 
correlacionado con un aumento de la señalización del BCR, aumentando así la 
capacidad de las células leucémicas de responder a los antígenos, lo que podría 
contribuir a una clínica más agresiva de la enfermedad [45]. Impulsa la infiltración de 
linfocitos B leucémicos hacia la médula ósea mediante el incremento de la adhesión 
celular y de la capacidad de migración [47, 48]. Su expresión parece ser constante 
durante el curso de la enfermedad y es fácilmente evaluable mediante citometría de 
flujo [49]. Diferentes estudios muestran que una expresión superior al 20%, predice 
una disminución de la supervivencia libre de progresión (SLP), SLT y SG [50-52]. 
Aunque, otros estudios concluyen que la positividad de ZAP-70 (>20%) no proporciona
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información pronostica independiente cuando es comparada con otras variables más 
robustas como CD38 y el estatus mutacional de los genes IgVH [50].
Por otra parte, CD38 es una glicoproteína transmembrana de tipo II, regulada 
por el microambiente tumoral y con una importante función en la activación de 
linfocitos, proliferación y protección frente a la apoptosis [29]. La unión de CD38 a su 
ligando CD31, expresado en células estromales del microambiente de la médula ósea y 
de los tejidos linfoides secundarios, incrementa la proliferación y supervivencia celular, 
debido a la inducción de señales de activación y diferenciación en los linfocitos B 
tumorales [54]. Una expresión de CD38 superior al 30%, se ha asociado 
significativamente con estadios clínicos avanzados, elevada incidencia de 
linfadenopatías, hepatomegalia, disminución del TDL, IgVH-UM, así como también, 
menor respuesta a las terapias y disminución de la SLT, SLP y SG [55-58].
1.3.3. Marcadores genéticos en LLC
1.3.3.1. Estado mutacional de los genes IgVH
Pacientes con genes IgVH-M, se asocian a estadios clínicos tempranos (Binet A), 
deleción 13q (como única anormalidad) y a un pronóstico favorable [59]. Por el 
contrario, pacientes con IgVH-UM se han asociado con una elevada expresión de CD38, 
ZAP70 y con una tendencia a la adquisición de alteraciones citogenéticas desfavorables 
como las deleciones l i a  y 17p, lo que conlleva la presentación de estadios clínicos más 
avanzados y a un curso más agresivo de la enfermedad [60-61]. Además, la 
supervivencia global en pacientes con IgVH-UM es significativamente menor en 
comparación a pacientes con IgVH-M [62, 63].
Actualmente, diversos estudios han confirmado que el estatus mutacional de 
los genes IgVH, permite diferenciar dos subgrupos de pacientes con diferente 
heterogeneidad clínica y molecular en la LLC [13, 59, 61-65]. Además, cabe destacar 
que mientras la evolución cariotípica es una característica común durante el curso de 
la enfermedad [59, 65], el estatus mutacional de los genes IgVH permanece constante 
a lo largo del tiempo [59, 61]. A pesar del gran potencial de este factor pronóstico, se
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enfrenta con el elevado coste que requiere el análisis, por tanto su disponibilidad es 
poco frecuente dentro de la práctica clínica.
1.3.3.2. Alteraciones citogenétícas
Las alteraciones citogenétícas se demuestran en cerca del 80% de los casos al 
diagnóstico y representan uno de los parámetros pronósticos más frecuentemente 
usados para la elección del tratamiento y evaluación de la supervivencia [66-67]. Se 
detectan mediante hibridación in situ de fluorescencia (FISH) como método estándar, 
por citogenética convencional y recientemente por arrays genomicos [68-71]. Las 
aberraciones recurrentes incluyen las deleciones llq22-23, 17pl3.1, 13ql4 y la 
trisomia 12 [8, 68-70, 73]. Otras aberraciones estructurales con significado pronóstico 
son la presencia de traslocaciones no balanceadas y la complejidad genómica, aunque 
su presencia es relativamente baja en esta enfermedad [69, 72].
1.3.3.2.1. Deleción 13ql4
La deleción 13ql4 (deleción 13q), como anormalidad genética aislada, es la 
alteración citogenética más común, con una frecuencia al diagnóstico superior al 50% 
de los casos [74-76]. Se ha asociado con un pronóstico favorable comparada a las 
deleciones 17p, l lq  y a la trisomia 12 [68, 77, 78]. Varía marcadamente en su tamaño, 
desde alrededor de 300 Kpb a más de 700 Mpb [77, 79]. En la región mínima 
delecionada (MDR) de 13ql4 se localizan varios genes entre los que están los genes 
miR15a y miR16-l, [80, 81]. Una de las funciones biológicas de estos genes es la 
regulación negativa del gen anti-apoptótico Bcl-2 a nivel post transcripcional, que está 
sobreexpresado en las células de LLC [80-82]. Se pude presentar de forma monoalélica 
(70%), bialélica (24%) o incluso como mosaicos (mono/bialélicas) [68, 83]. Las 
deleciones bialélicas podrían derivar de la evolución de clones monoalélicos (presentes 
normalmente en estadios tempranos de la LLC) y presentar un comportamiento clínico 
más agresivo [84, 85]. Sin embargo, otros estudios muestran que no hay diferencias 
significativas entre ambos tipos [86, 87], Las deleciones de mayor tamaño se asocian 
con una menor SLT y SG comparada con pequeñas deleciones que solo abarcan los 
genes miR15a y miR16-l [89, 90-92]. Estudios recientes que integran el análisis
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molecular y citogenético, confirman que los pacientes con esta deleción como única 
alteración, representan un subgrupo de bajo riesgo [71, 93].
1.3.3.2.2. Trisomia 12
La trisomia 12 constituye una de las primeras aberraciones cromosómicas 
considerada como recurrente y con información pronostica en la LLC [94, 95]. Esta 
anomalía se detecta en el 11-16% de pacientes al diagnóstico y se asocia con un bajo 
riesgo pronóstico [70, 74, 78, 96]. Clínicamente, la trisomia 12 de forma aislada, puede 
conferir una tasa de respuesta favorable ante tratamientos con quimio-inmunoterapia 
frente a la administración de quimioterapia convencional [97], probablemente, como 
consecuencia de una elevada expresión de CD20 y a la baja frecuencia de deleción [98] 
o mutación del gen TP53 en estos pacientes [99]. También se ha asociado con una 
morfología atípica de los linfocitos B [100], con la trisomia 19 [101], con mutaciones 
del gen NOTCH1 [102, 103] y con la sobreexpresión de integrinas y moléculas de 
adhesión que pueden generar una mayor adhesión y motilidad celular [104, 105].
1.3.3.2.3. Deleción l lq  y mutación del gen ATM
La deleción Ilq22-q23 (deleción l lq )  es la segunda alteración citogenética más 
frecuente, después de la deleción 17pl3, asociada con pronóstico adverso [8, 106]. Se 
presenta entre un 10-15% de pacientes recién diagnosticados [67, 70],
incrementándose entre un 20-25% de casos al primer tratamiento y al 25-3094 en los 
casos refractarios a fludarabina [97, 107, 108]. Está asociada a genes IgVH-UM, 
inestabilidad genómica y a linfadenopatías voluminosas [109, 110]. De esta manera, 
pacientes de LLC con deleción l l q  se caracterizan por presentar una progresión 
temprana de la enfermedad, menor SLP después del tratamiento con quimioterapia 
estándar y reducción de la SG [70, 111-113]. Actualmente, el pronóstico de estos 
pacientes parece mejorar con la administración de inmunoterapia con anticuerpos 
anti-CD20, como Obinutuzumab (GA101) o Rituximab [97,114].
La deleción l l q  puede ser superior a 20 megabases (Mb), mientras que la MDR 
abarca alrededor de 2 o 3 Mb [115]. Dentro de dicha región, se localiza el gen de
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susceptibilidad a la ataxia telangiectasia [ATM). El gen ATM presenta 62 exones 
codificantes para una proteína kinasa que regula diferentes funciones en respuesta a la 
rotura del ADN de doble cadena, mediante la activación de múltiples dianas que 
sincronizan la reparación del ADN, la detención del ciclo celular en diferentes puntos 
de control y la inducción de la apoptosis si el daño celular no puede ser reparado [116, 
117]. La proteina ATM puede activar a p53 y también fosforilar a su regulador negativo 
MDM2, induciendo su degradación. Así, la activación de p53 mediante ATM, detiene el 
ciclo celular en Gl/S, o si el daño del ADN fuese severo, p53 interviene en la expresión 
de diferentes proteínas proapoptóticas [118, 119].
DSB
!
Figura 3: Esquema de las proteínas fosforiladas por ATM en respuesta al daño del ADN. La figura 
muestra las principales proteínas diana para ATM implicadas en la regulación del ciclo celular, 
reparación del ADN en respuesta a la rotura del ADN de doble cadena (DSB) y apoptosis. Modificado de 
[29].
Entre el 20-40% de los pacientes con deleción l lq  presentan mutaciones en el 
gen ATM del alelo restante, provocando la inactivación bialélica del gen [120, 121]. La 
pérdida funcional de este gen, puede producirse por la presencia de alteraciones 
bialélicas (mutación y deleción) o a través del efecto dominante negativo de una única 
mutación [122, 123]. En células de LLC, la deleciones l lq  son monoalélicas [124, 125].
Por otra parte, las mutaciones se localizan a lo largo de toda la secuencia codificante,
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sin presentar una mayor concentración de mutaciones conocidas como regiones "hot­
spots", lo que dificulta técnicamente el análisis mutacional del gen. Las mutaciones 
pueden ser adquiridas en diferentes estadios de la enfermedad (mutaciones somáticas) 
y en algunos casos pueden estar ya presentes en la línea germinal del paciente 
(mutaciones germinales) [120, 122].
Los pacientes con deleción l l q  pueden dividirse en dos subgrupos genéticos 
dependiendo del estado mutacional del alelo restante [122]. Así, un estudio reciente 
indica que pacientes en progresión con inactivación bialélica de ATM presentaron 
menor SLP y SG, cuando fueron tratados con agentes alquilantes y análogos de purina 
[121, 126] Por otro lado, la inactivación bialélica del gen ATM no excede a un 40% de 
casos de pacientes con deleción l l q  [120, 121]. Lo que parece indicar que, además del 
gen ATM, la deleción l l q  puede afectar a más genes implicados en la respuesta al 
daño del ADN. De hecho, se ha propuesto que la haploinsuficiencia de otros genes, 
puede contribuir a la patogénesis y progresión clínica de los pacientes con esta 
deleción [121, 122, 127,128].
I.3.3.2.4. Deleción 17pl3 y mutaciones del gen TP53
Los pacientes con deleción 17pl3.1 (deleción 17p) y/o mutación del gen TP53 
presentan el fenotipo más agresivo y son los únicos marcadores que actualmente son 
recomendados para dirigir la decisión de iniciar tratamiento una vez se inicia la 
progresión clínica [3, 73]. La deleción 17p contiene el locus del gen TP53, un 
importante gen supresor tumoral conocido como el principal guardián de la integridad 
del genoma. La deleción o inactivación mutacional de este gen, incrementa la 
susceptibilidad para desarrollar diferentes tipos de cáncer [129-132]. Los niveles de la 
proteína p53 pueden incrementarse por mecanismos post-transcripcionales en 
respuesta al daño del ADN celular, lo que conlleva el incremento de la transcripción de 
genes que promueven la detención del ciclo celular, para llevar a cabo la reparación de 
las lesiones del ADN antes de su replicación [131]. Por tanto, la inducción de p53 
impide la perpetuación de mutaciones potencialmente dañinas. Sin embargo, si el 
daño del ADN es mayor, p53 induce la transcripción de genes proapoptóticos que
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llevan a la muerte celular y a la eliminación de la célula dañada [133]. Además, a través 
de mecanismos no transcripcionales p53 también puede inducir apoptosis, en 
coordinación con la maquinaria apoptótica localizada en la membrana mitocondrial 
externa [134, 135] que conduce a la activación de proteínas proapoptóticas como Bax 
[136] y Bak [137], la liberación del citocromo C, la activación de caspasas y finalmente, 
la muerte celular [138,139].
La deleción 17p es detectada al diagnóstico con una frecuencia entre el 3-5% 
[70, 113]. Durante la progresión, se observa en el 8-11% de los casos durante el primer 
tratamiento, incrementándose hasta un 45% en pacientes en recaída y refractarios a 
fludarabina [97, 107, 108, 140-141], La mayoría de agentes quimioterápicos usados en 
el tratamiento de la LLC, median la muerte celular a través del daño al ADN y de la 
apoptosis dependiente de p53 [142, 143]. Por tanto, la pérdida de la funcionalidad del 
gen TP53 o de su activador principal en respuesta a la rotura del ADN de doble cadena, 
la proteína ATM, podrían explicar la resistencia al tratamiento observado en los 
pacientes con alteraciones en los genes TP53 y ATM. Los pacientes con deleción 17p, 
presentan asociación con genes IgVH-UM, alta expresión de ZAP70 [62, 144] y 
complejidad genómica [145, 146]. Alrededor del 80-90% de los casos con deleción 
monoalélica de este gen, presentan mutación del otro alelo, por tanto, muy pocos 
casos con deleción 17p presentan una vía funcional de p53 [64, 147]. Además, se 
conoce que la combinación de deleción 17p y mutación del gen TP53 se incrementa 
durante la progresión y se acumula en pacientes quimiorefractarios [64, 108, 109, 147, 
148]. De esta manera, las anormalidades del gen TP53 representan el factor predictivo 
más importante de quimioresistencia y pronóstico adverso descrito en esta 
enfermedad [141, 149].
1.3.3.2.5. Complejidad genómica
Se define como un alto número de alteraciones genómicas, concretamente tres 
o más deleciones y/o ganancias [109, 150]. Estas aberraciones genómicas son poco 
frecuentes al diagnóstico pero pueden incrementarse durante el curso de la 
enfermedad y conducir a un cariotipo más complejo [150]. Se ha demostrado que la
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complejidad genomica es un marcador de riesgo independiente asociado con una 
menor SG [110, 151]. Además, la presencia de cariotipo complejo en los pacientes se 
ha asociado significativamente a deleciones l l q  y 17p [109, 146], probablemente 
debido a que la pérdida de mecanismos de reparación del ADN, hace que los pacientes 
de LLC pueden adquirir más fácilmente alteraciones adicionales.
I.3.3.3. Nuevas mutaciones genéticas
Las actuales técnicas de secuenciación masiva han permitido la identificación 
de mutaciones en genes recientemente implicados en la patogénesis de la LLC, como 
BIRC3, SF3B1 y NOTCH1, cuyas alteraciones moleculares actualmente están en fase de 
estudio con el fin de evaluar su impacto pronóstico en la clínica de los pacientes [73].
1.3.3.3.1. Gen BIRC3
El gen BIRC3 se localiza en la región llq 22 .2  aproximadamente a 6 Mb del gen 
ATM. En su función como supresor tumoral, codifica uno de los componentes 
principales del complejo proteico que regula negativamente la kinasa MAP3K14, un 
activador crucial de la vía no canónica de la señalización de NF-kB [152-154]. 
Recientemente, se ha detectado que este gen está alterado por mutaciones, 
deleciones o una combinación de ambas [155]. Las mutaciones inactivantes son en su 
mayoría fromeshift o cambios sin sentido, que conducen al truncamiento del dominio 
RING en la región c-terminal de la proteína. Este dominio es esencial para la adición de 
ubiquitinas y posterior degradación proteosómica de MAP3K14, contribuyendo a la 
activación de la señalización de NF-kB. Así, esta alteración puede proporcionar una 
explicación adicional a la activación constitutiva de esta vía, presente en las células de 
LLC y que se considera un mecanismo de resistencia en estas células tumorales [155- 
157]. Al diagnóstico, las mutaciones se detectan en cerca del 5% de los casos al 
diagnóstico y se incrementan hasta un 24% en pacientes refractarios a fludarabina 
[126, 155, 158]. Las alteraciones del gen BIRC3 (deleción y/o mutación) ocurren de 
manera excluyente con las alteraciones del gen TP53, se asocian con un estadio más 
agresivo y con una menor supervivencia independiente de la deleción l l q  [73]. Se han 
asociado con quimiorefractariedad en pacientes que no presentan alteraciones del gen
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TP53 [73, 126, 159]. Se conoce que la refractariedad a fludarabina se debe a 
alteraciones del gen TP53 que ocurren en un 40% de los casos. El restante 60% de 
pacientes de alto riesgo, carece de alteraciones en TP53 [108, 146] y por tanto, se 
investiga si las alteraciones del gen BIRC3, podrían explicar esta quimioresistencia 
[155].
I.3.3.3.2. Gen SF3B1
Codifica una proteína que es componente principal del centro catalítico del 
espliceosoma (U2 snRNP), complejo formado por ribonucleoproteínas de pequeño 
tamaño (snRNPs), que permite la formación de ARNm maduro a través de splicing 
alternativo del ARNm precursor. Concretamente, SF3B1 actúa en las fases iniciales del 
splicing del ARN, donde se cree probablemente se una al pre-ARNm para permitir que 
U2 snRNP pueda unirse al ARN [160-162].
PPP1R8 L L J l i l i 1304
Figura 4: Mutaciones y vía de señalización de SF3B1 en LLC.A. Esquema de la interacción de 
SF3B1 en el complejo del espliceosoma, B. Esquema de la proteína SF3B1 y sus dominios 
funcionales, con la localización de la mutación somática más frecuente (p.K700E). Modificado 
de [29].
Las mutaciones de SF3B1 se detectan en el 4-7% de los pacientes al diagnóstico, 
entre el 7-17% al primer tratamiento y en pacientes quimiorefractarios [163, 164]. La 
mayoría de estas mutaciones son missense, afectan los dominios F1EAT de la proteína y
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recurrentemente afectan a cinco codones con una elevada frecuencia de mutaciones, 
también llamados hotspots (codones 662, 666, 700, 704 y 742). La mutación K700E es 
la más frecuente, representando entre el 40-50% de todas las mutaciones del gen 
(163-165). Los pacientes con mutaciones en este gen, presentan un estadio más 
avanzado, refractariedad a fludarabina principalmente en los pacientes con TP53 wild 
type o natural, con genes IgVH-UM, deleción l lq  o mutaciones de ATM, y con menor 
SLT y SG independiente de otras variables pronosticas [163-166]. Las consecuencias 
funcionales de estas mutaciones en LLC están aún investigándose. La mayor frecuencia 
de mutaciones missense se localizan en regiones altamente conservadas de la proteína, 
lo que sugiere que estas mutaciones pueden ser seleccionadas para modificar 
actividades específicas de la proteína, más que para alterar la función general [164- 
167].
I.3.3.3.4. Gen NOTCH1
El gen NOTCH1 codifica una proteína transmembrana heterodimérica de clase I. 
Esta proteína actúa como un factor transcripcional activado por ligando, que 
determina un papel esencial en la diferenciación celular, proliferación y apoptosis 
tanto en el desarrollo embrionario como en el tejido adulto [168-172].
Durante la hematopoyesis está implicado en la regulación de diferentes 
funciones del sistema hematopoyético, favoreciendo la diferenciación del linaje de 
células T en el adulto [173], y en linfocitos B maduros la señalización de NOTCH1 activa 
la diferenciación terminal a células secretoras de anticuerpos [174]. La unión del 
receptor NOTCH1 con su ligando a través de su subunidad extracelular (EC), conduce a 
sucesivas escisiones proteolíticas del receptor, como los cortes producidos por S2 en el 
dominio transmembrana o S3 que escinde en el dominio intramembrana e interviene 
el complejo y-secretasa [175, 176]. Esto permite la liberación de la porción intracelular 
del receptor al núcleo (ICN1), donde NOTCH1 se une a diferentes proteínas como RBPJ 
y a proteínas co-activadoras como co-A, incluyendo MAML1, para inducir la activación 
transcripcional de múltiples genes diana, incluyendo MYC, TP53 y moléculas de la ruta 
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Figura 5: Mutaciones y vía de señalización de NOTCH1 en LLC.A. Inicio de la señalización y 
procesamiento de la vía NOTCH1, B. Esquema de la proteína NOTCH1 y sus respectivos 
dominios, con la localización de la mutación más frecuente (p.P2515fs*4). Modificado de [29].
Las mutaciones del gen NOTCH1 fueron recientemente identificadas por 
primera vez en la LLC por dos grupos independientes [177, 178]. Son 
significativamente más frecuentes en pacientes con IgVH-UM y con trisomia 12, e 
identifican un subgrupo clínico de pacientes que presentan una menor SG [102, 103, 
159, 163, 164, 177, 179]. La mayoría de las mutaciones son frameshift y se agrupan 
dentro del exón 34, incluyendo una deleción altamente recurrente c.7544_7545delCT 
(p.P2515fs*4), que abarca entre el 80-90% de las mutaciones de este gen y afecta al 
dominio C-terminal PEST del gen [159, 177, 180]. Este dominio (secuencia rica en 
prolina, ácido glutámico, serina y treonina) se describe como clave en la limitación de 
la intensidad y la duración de la activación en la señalización de NOTCH1 [180]. Su 
inactivación altera la degradación y acumulación de la ¡soforma activa de NOTCH1,
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desregulando su señalización [178, 179]. Las alteraciones de este gen se detectan en 
un 10% de los pacientes al diagnóstico, entre un 20-25% durante el primer tratamiento 
y si son quimiorefractarios entre un 25-30% [159, 181]. Además, un 40-50% de 
pacientes con mutaciones NOTCH1 presentan riesgo de desarrollar síndrome de 
Richter [159,177, 178].
1.4. Regulación de la apoptosis en la LLC
Tradicionalmente, esta leucemia fue considerada como una enfermedad de 
origen celular homogéneo causada por la acumulación de células B inmaduras debido 
principalmente a un deficiente proceso de muerte celular por apoptosis y a un bajo 
índice proliferativo. Sin embargo, en los últimos años este concepto ha cambiado. Las 
investigaciones muestran que se origina a partir de linfocitos B maduros, cuya 
supervivencia y expansión no sólo se producen como consecuencia de fallos durante la 
apoptosis, sino que también intervienen señales de supervivencia del microambiente 
celular que desempeñan una función relevante [1].
Por otra parte, aunque la mayor parte de las células de LLC se encuentran en 
fase G0, se ha descrito la proliferación activa de una pequeña fracción de células 
tumorales en los órganos linfoides, que generan alrededor del 2% de los linfocitos 
leucémicos cada día [24].
1.4.1. Apoptosis y vías de señalización
La muerte celular programada, conocida como apoptosis, está caracterizada 
por una serie de eventos bioquímicos que conducen a la activación de proteasas 
intracelulares denominadas caspasas. Después de la activación de las caspasas, se 
producen diferentes cambios estructurales en la célula entre los que se incluyen la 
pérdida de la asimetría de la membrana plasmática, la fragmentación nuclear, la 
condensación de la cromatina y finalmente la muerte celular [182, 183]. La mayoría de 
estos cambios físicos son observados en condiciones in vitro, ya que in vivo, las células 
que experimentan apoptosis son rápidamente fagocitadas, como consecuencia del 
reconocimiento de residuos de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana
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plasmática [184]. En la última década, el estudio de este proceso se ha vuelto crucial 
en diferentes tipos de cáncer, debido a que la mayoría de cánceres humanos son 
intrínsecamente resistentes a la apoptosis, o bien, pueden adquirir resistencia 
después del tratamiento.
Existen dos vías diferentes que inducen apoptosis, la vía intrínseca y la 
extrínseca, dependiendo si la señal de muerte es intracelular o no, respectivamente. La 
vía extrínseca, se origina por la intervención de receptores de muerte en la superficie 
celular [186]. La unión de estos receptores extracelulares de la superfamilia TNF al 
ligando, recluta determinadas proteínas que conducen a la activación de la caspasa-8, 
que posteriormente activa a las caspasa-3 y caspasa-7 [187] (Figura 5).
La vía intrínseca o mitocondrial, se regula mediante proteínas de la familia Bcl-2 
y se activa por diferentes estímulos citotóxicos como estrés celular o agentes 
quimioterapéuticos, entre otros factores [185]. Este proceso da lugar a la liberación de 
diferentes proteínas de la familia Bcl-2 que controlan la permeabilización de la 
membrana mitocondrial externa (MME) y por tanto la salida del citocromo c [185]. En 
primer lugar, se activan las proteínas Bcl-2 que sólo tienen homología BH3 (Iniciadoras), 
las cuáles inhiben a las proteínas Bcl-2 pro-supervivencia (Guardianas), que permiten la 
activación de los efectores pro-apoptóticos Bax y Bak y que finalmente alteran la MME, 
liberando el citocromo c mitocondrial. Ya en el citoplasma, se une a la proteína 
adaptadora Apaf-1 y a una caspasa iniciadora denominada procaspasa-9, formando el 
llamado apoptosoma. Todo esto da lugar a la activación de la caspasa-9, que 
desencadena la activación de las caspasas -3 y -7. De esta manera, en ambos procesos 
de muerte celular intrínseca como extrínseca, se produce la activación de caspasas, 
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Figura 6: Vías de inducción de apoptosis de tipo intrínseca y extrínseca. Modificado de [200].
1.4.2. Proteínas de la familia Bcl-2
Las proteínas de la familia Bcl-2 son reguladores clave del proceso de apoptosis. 
Estas proteínas han sido asociadas a la patología de la LLC, siendo la sobreexpresión de 
las proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas, una característica crucial en esta leucemia [189- 
191]. El perfil de expresión de diferentes proteínas de esta familia se ha asociado con 
un pronóstico adverso [192, 193] y con quimiorefractariedad [194-196]. Se conocen 
tres subfamilias basadas en el número de dominios de homología Bcl-2 (BH) que 
presentan y en su funcionalidad pro o anti-apoptótica [197]. Las proteínas anti- 
apoptóticas Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1, Bfl-1 y Bcl-B presentan cuatro dominios de 
homología BH (BH1- BH4) e interaccionan con otras proteínas de la familia Bcl-2 para 
impedir la permeabilización de la membrana externa mitocondrial. Por otra parte, las
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proteínas pro-apoptóticas están divididas en dos subgrupos: el primero incluye las 
proteínas Bax; Bak y Bok, que se conocen como proteínas multidominio porque 
contienen cuatro dominios BH (BH1-BH4), mientras que el segundo grupo incluye a 
Bim, Bid, Bad, Noxa, Puma, Hrk y Bmf, que presentan sólo el dominio de homología 
BH3 [198] (Figura 6). Ante un estímulo citotóxico, se activan las proteínas que sólo 
presentan dominio BH3, llamadas proteínas iniciadoras o activadoras porque 
transmiten las señales para iniciar la apoptosis e inhibir a las proteínas Bcl-2 anti- 
apoptóticas. Estas proteínas son consideradas guardianes celulares pro-supervivencia 
por ser capaces de inhibir a Bax y Bak, llamados ejecutores, ya que al activarse forman 
oligómerosy permeabilizan la membrana mitocondrial externa [199].
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Figura 7: Estructura de las proteínas de la familia Bcl-2 según los dominios de homología. 
Modificado de [200].
La proporción entre los miembros pro-apoptóticos y anti-apoptóticos de la 
familia Bcl-2 puede inclinar la balanza hacia la muerte celular mediada por caspasas o 
hacia la supervivencia celular. Se han propuesto varios modelos sobre cómo las 
interacciones de estas proteínas determinan si una célula se somete o no a apoptosis. 
En el modelo indirecto, se ha propuesto que Bax y Bak siempre deben estar unidos a 
proteínas anti-apoptóticas para prevenir su activación. Para que Bax y Bak puedan 
permeabilizar la membrana mitocondrial externa tienen que estar libres, lo que se
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consigue si todas las proteínas pro-supervivencia se neutralizan por las proteínas de 
dominio BH3 [200].
En contraste, el modelo de activación directo propone que un subgrupo de 
proteínas pro-apoptóticas sólo-BH3 activadoras, que incluyen la forma truncada de 
Bim (tBid), Bim y Puma, pueden ¡nteractuar y activar directamente a los efectores Bax 
y Bak. Este modelo, clasifica a las proteínas BH3 en activadoras o sensibilizadoras. Las 
sensibilizadoras no pueden activar directamente a Bax y Bak y en su lugar secuestran o 
bloquean las proteínas anti-apoptóticas, permitiendo de este modo la activación de 
Bax y Bak [201]. El modelo actual muestra que tanto el modelo de activación directa 
como el indirecto son aplicados en diferentes circunstancias. Así, este modelo 
unificado, requiere que las proteínas anti-apoptóticas secuestren no sólo a las 
proteínas con sólo dominio BH3, sino que también activen a Bax y Bak [202].
De esta manera, para que una célula sufra apoptosis, las proteínas pro- 
apoptóticas deben competir para unirse a las diferentes proteínas anti-apoptóticas y 
establecer una correcta combinación [203, 204]. Con estos modelos, se observa que 
las proteínas Bcl-2 presentan una unión selectiva entre ellas. De forma general, 
algunas proteínas iniciadoras que presentan sólo el dominio BH3, pueden neutralizar a 
todas las proteínas pro-supervivencia, mientras que otras como Bad y Noxa, pueden 
unirse de forma selectiva sólo a un grupo limitado. Por otra parte, Bax es 
predominantemente inhibido por Bcl-XL, Mcl-1 y A l, mientras que Bak, 
probablemente pueda ser inhibido por todas las proteínas pro-supervivencia (Figura 7).
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Figura 8: Esquema representativo de la unión selectiva e interacción entre las proteínas Bcl-2 
más destacadas del grupo de iniciadoras, pro-supervivencia y pro-apoptóticas.
1.4.3. Expresión de ia familia Bcl-2 en la resistencia a fármacos en LLC
Los miembros de la familia Bcl-2 presentan una importante función en la 
resistencia a fármacos. En la LLC, muchos de los miembros anti-apoptóticos de la 
familia Bcl-2 están sobre expresados, dando lugar a la inhibición de las proteínas anti- 
apoptóticas. [205]. Entre ellos, la elevada expresión de la proteína Bcl-2 se ha 
considerado un factor pronóstico independiente [193], asociándose a una menor SG 
en pacientes tratados previamente, e incrementándose su expresión en pacientes 
refractarios a fludarabina [190, 194]. Además, se ha observado que en la resistencia in 
vivo a Clorambucilo [196], Fludarabina, Doxorrubicina y Etopósido [206], los pacientes 
con una elevada proporción de Bcl-2/Bax, fueron más resistentes al tratamiento. 
Además, los niveles de Bcl-2, Mcl-1, Bcl-w y Bfl-1, disminuyen cuando las células 
leucémicas sufren apoptosis espontánea en cultivo, indicando que los niveles de estas 
proteínas participan en la supervivencia de estas células [205].
Por otra parte, la proteína anti-apoptótica Mcl-1, ha sido implicada en la 
regulación de la apoptosis, representando una importante diana terapéutica en esta 
leucemia. Altos niveles de Mcl-1 se han asociado a quimioresistencia y a un pronóstico 
adverso, como consecuencia de la incapacidad de lograr una respuesta completa 
frente a diferentes agentes quimioterápicos como Clorambucilo, Fludarabina y 
Rituximab en condiciones in vitro e in vivo [207, 208]. La disminución de la expresión
de Mcl-1, activa la apoptosis en diferentes modelos tumorales de células B [209-211],
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así como en la LLC [212-214]. Mcl-1 presenta una estricta regulación en cuanto a su 
recambio proteico (presenta una vida media inferior a 30 minutos) y puede ser 
degradada por la adición de ubiquitina [215]. Además, los niveles de expresión de Mcl- 
1 aumentan mediante la señalización de Akt y ERK en células tumorales [216, 217].
Se sabe que tanto Mcl-1 como otros miembros de la familia Bcl-2, están sujetos 
a diferentes modificaciones transcripcionales y traduccionales [199]. La proteína p53 
puede regular proteínas de la familia Bcl-2 a nivel transcripcional y post-transcripcional. 
Proteínas pro-apoptóticas como Bax, Puma, Noxa y Bid son dianas transcripcionales 
directas de p53, por tanto, la pérdida de funcionalidad de p53 puede conducir a una 
expresión defectuosa de estas proteínas [218, 219]. El tratamiento con fludarabina 
induce la expresión de Bax y Puma de manera p53 dependiente, y en células tumorales 
deficientes de p53 no se detecta la expresión de Puma, mostrando la importante 
función de p53 en la regulación de proteínas Bcl-2 en respuesta a agentes 
quimioterápicos [220].
1.5. Microambiente celular de la LLC
El microambiente en la LLC se caracteriza por la formación de diferentes 
poblaciones de células no neoplásicas, denominadas células estromales, y otros 
componentes del medio extracelular como vasos sanguíneos o factores solubles. Todos 
estos tipos celulares conforman un andamiaje funcional en interacción con las células 
tumorales, que emprende el crecimiento tumoral y la resistencia a diferentes fármacos 
[221-223]. El pequeño porcentaje de células leucémicas que se mantienen en división, 
se genera en estructuras microanatómicas denominadas centros de proliferación, que 
se localizan en la médula ósea y en tejidos linfoides secundarios como los ganglios 
linfáticos y el bazo, representando una histopatología característica en esta leucemia 
[224, 225].
La proliferación celular es favorecida por la alta dependencia existente entre las 
células tumorales y las señales externas del microambiente, tales como antígenos, 
citoquinas e interacciones célula-célula. Una evidencia de esta dependencia se
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muestra cuando las células de LLC de sangre periférica, caracterizadas por su 
resistencia in vivo, experimentan apoptosis espontánea en condiciones que apoyan el 
crecimiento in vitro de líneas celulares de linfocitos B [226-227]. Sin embargo, este 
proceso no ocurre cuando son co-cultivadas con determinadas células estromales del 
microambiente celular, lo que implica que tales condiciones ex vivo carecen de 
factores de supervivencia esenciales. Estos datos apoyan que la resistencia a la 
apoptosis depende de señales externas, en lugar de ser una característica intrínseca de 
las células leucémicas.
Por tanto, para una supervivencia prolongada in vivo de estas células, es 
determinante una coexistencia regulada con estímulos externos que reciben del 
microambiente [228-230]. Sobre la base de este concepto, se están investigando 
tratamientos más eficientes y dirigidos hacia la elevada dependencia entre las células 
tumorales y el microambiente celular [231-232].
1.5.1. Microambientes especializados
La médula ósea y los órganos linfoides secundarios, están finamente 
coordinados durante el proceso de maduración y diferenciación de los linfocitos B (ver 
apartado de ontogenia del linfocito B). Del mismo modo, para el desarrollo de la 
leucemia, conforman dos microambientes especializados y totalmente diferenciados, 
para la interacción con las células tumorales. Ambas estructuras están constituidas por 
diferentes factores de crecimiento, citoquinas y proteínas de la matriz extracelular 
[223, 225]. Todo ello permite una evolución dinámica entre las células leucémicas y las 
células no tumorales, donde las células tumorales no juegan un papel pasivo, sino que 
activamente crean condiciones para tener un microambiente favorable para su 
expansión. Por otra parte, la circulación de sangre periférica anteriormente se había 
considerado sólo un compartimento transitorio para las células de LLC [230, 233-234]. 
Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la interacción con el endotelio 
vascular también proporciona señales de supervivencia al clon leucémico, secretando 
factores pro-angiogénicos como VEGF, mediante interacciones mediadas por CD31 
expresado en células endoteliales, entre otras interacciones [235-236].
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1.5.1.1. Microambiente de la médula ósea
El microambiente de la médula ósea está compuesto principalmente por células 
estromales mesenquimales (MSCs) dispersas por toda la cavidad medular, que 
mantienen a las células madre hematopoyéticas (HSCs) dentro de nichos 
especializados cercanos a la vasculatura medular (nicho vascular) o al endostio (nicho 
osteoblástico) [237]. Además, presentan una gran influencia en el desarrollo y 
progresión de diferentes tipos de cáncer [238]. Concretamente en la LLC, estas células 
son vitales por las señales de supervivencia y resistencia a fármacos que emiten hacia 
las células leucémicas [239, 240].
1.5.1.2. Microambiente de los órganos linfoides secundarios
Los linfocitos B maduros migran desde la médula ósea hacia los órganos 
linfoides secundarios donde serán expuestos a antígenos en los CGs, cuyo 
microambiente permite la maduración de los linfocitos B al interactuar con linfocitos T 
CD4+ y con células dendriticas foliculares (FDCs) [241, 242]. Además, presenta células 
nodriza de linaje mieloide (NLCs) que participan en la activación de rutas de 
señalización del BCR, debido a que en el microambiente de los órganos linfoides 
secundarios se produce la activación de su receptor. Por tanto, las interacciones entre 
las células de LLC y este microambiente, son críticas para proporcionar señales de 
crecimiento y supervivencia tumoral [225].
1.5.2. Células del microambiente celular
1.5.2.1. Células estromales mesenquimales (MSCs)
Las MSCs además de estar presentes fundamentalmente en la médula ósea 
(BMSCs), también forman parte del microambiente de los tejidos linfoides secundarios 
[243]. En condiciones in vitro, las células de LLC presentan alta afinidad por las células 
BMSCs [244]. Se produce una rápida migración espontánea de las células tumorales 
hacia las células estromales y durante esta interacción celular, es esencial el contacto 
célula-célula, pudiendo incluso emitir proyecciones de membrana sin llegar a 
internalizar a las células leucémicas [244, 245]. Diferentes estudios muestran que los
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cocultivos con BMSCs, protegen a las células leucémicas de la apoptosis, tanto 
espontánea como inducida por fármacos [230,246, 247].
De esta forma, los ensayos realizados con líneas celulares de BMSCs, se han 
estandarizado, representando actualmente una herramienta útil en el estudio de las 
diferentes señales de supervivencia y resistencia a fármacos [248]. Las BMSC expresan 
diferentes factores solubles, predominantemente la quimioquina CXCL12 [249], que 
permite a las células de LLC circulantes en sangre periférica ser atraídas hacia la 
médula ósea, a través de la interacción con sus receptores CXCR4 y CXCR5, expresados 
en niveles altos en las células tumorales [244, 246]. Además, producen un efecto de 
pro-supervivencia [228, 250], mediante la activación de las vías p44/42 MAP quinasa- 
(ERK1/2) y STAT3 [224, 228, 251].
En la adhesión celular con las MSCs, colaboran diferentes moléculas expresadas 
en las células leucémicas, en particular las integrinas a4ß l (VLA-4), que interaccionan 
con su ligando VCAM-1, expresado en niveles altos en las MSCs [252, 253]. Se conoce 
que las integrinas VLA-4 cooperan con los receptores de quimioquinas en la adhesión 
celular entre las células de LLC y las MSCs [244, 254], y la unión a su ligando VCAM-1 
protege de la apoptosis espontánea a las células tumorales mediante la activación de 
la vía PI3K/Akt, crucial en la supervivencia de éstas [252, 253]. Por otra parte, la 
interacción con la metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9), altamente expresada en las 
células de LLC de la médula ósea [256, 257], así como la interacción de la integrina aLß2 
y su ligando ICAM-1, expresado en células estromales, también cooperan en la 
adhesión de las células de LLC con las MSCs [230]. Todos estos estudios indican que las 
MSCs destacan en el desarrollo de la leucemia, a través del contacto directo o por la 
secreción de factores soluble. No sólo atrayendo a las células tumorales hacia nichos 
específicos del microambiente, sino que además, regulan su supervivencia y expansión.
1.5.2.2. Células nodriza de linaje mieloide (NLCs)
Las NLCs se localizan en el bazo y en tejidos linfoides [258, 259] y atraen a las 
células de LLC a los órganos linfoides secundarios por la secreción de CXCL12 y CXCL13.
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Protegen a las células tumorales de la apoptosis (espontánea e inducida por fármacos) 
a través de la expresión de CXCL12 1260, 261] o por la expresión de miembros de la 
familia TNF denominados BAFF y APRIL [261], así como por la expresión de CD31. CD38 
al expresarse en células tumorales puede unirse a CD31, activando ZAP-70 y con ello, 
otras rutas de supervivencia celular. En condiciones in vitro, las NLCs se diferencian a 
partir de monocitos cuando son cocultivadas con células de LLC en alta densidad 
durante 7 a 14 días [260]. Además, proveen diferentes señales que promueven el 
crecimiento de las células leucémicas y están implicadas en la estimulación del BCR en 
estos tejidos [262]. La estimulación del BCR o el co-cultivo con células NLCs, induce en 
las células tumorales la secreción de CCL22 [263], CCL3 y CCL4 [262, 264], potentes 
quimioquinas que atraen a otras células del estroma, como las células T CD4+.
1.5.2.3. Las células T
Las células T CD4+ interaccionan con las células B maduras en el microambiente 
de los CGs, para favorecer la interacción con otras células estromales como las FDCs. 
La composición celular de los centros de proliferación incluye numerosas células T 
CD4+ [263, 265], que se unen a células tumorales CD40+ para ser rescatadas de la 
apoptosis [266]. Las células T pueden estimular el crecimiento y supervivencia de las 
células leucémicas mediante la secreción de citoquinas, tales como interleucina 4 (IL-4) 
o TNF-alfa, considerados importantes reguladores de la supervivencia tumoral [266].
1.5.2.4. Céiuias dendriticas foliculares (FDCs)
Las FDCs, junto con las NLCs, secretan CXCL13, una potente quimoquina que
atrae a las células de LLC y que es clave en el establecimiento de la arquitectura de los 
folículos del CG [258]. Además, junto con las células T CD4+ cooperan en la 
maduración de los linfocitos B [267, 268].
1.6. Angiogénesis en la LLC
La angiogénesis es un proceso fisiológico que implica el desarrollo y crecimiento 
de nuevos vasos sanguíneos a partir de los ya existentes, a diferencia de la 
vasculogénesis, que hace referencia a la formación de novo de los mismos [269]. Es un 
proceso fundamental en el desarrollo, invasión tumoral y formación de metástasis
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[270]. Los componentes celulares y moleculares que conforman el microambiente de 
la médula ósea presentan un equilibrio balanceado angiogénicamente, que es 
dependiente de una eficiente comunicación molecular entre diferentes factores pro y 
anti-angiogénicos, citoquinas, quimioquinas entre otros componentes celulares [271]. 
Y la alteración de este equilibrio angiogénico por la sobreexpresión de factores pro- 
angiogénicos, contribuye a la acumulación, proliferación y resistencia apoptótica de las 
células tumorales [271-273].
1.6.1. Familia VEGF
Uno de los principales factores pro-angiogénicos estudiados en la LLC que 
interviene en la formación de diferentes neoplasias hematológicas, es el factor de 
crecimiento vascular endotelial (VEGF) [272-274]. La familia VEGF está compuesta por 
siete glicoproteínas secretadas: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y el 
factor de crecimiento placentario (PIGF), que estimulan la vasculogénesis y la 
angiogénesis mediante la unión a sus respectivos receptores. La vía molecular en la 
que interviene VEGFA, también conocido como VEGF, es muy activa en las células de 
LLC, siendo el miembro más estudiado y caracterizado de esta familia [269].
1.6.2. Estructura y expresión del gen VEGFA
El gen VEGFA está localizado en la región cromosómica 6pl.2 con una región 
codificante aproximada de 14Kb. Este gen está formado por ocho exones y siete 
intrones, a partir de los cuáles se generan diferentes isoformas por splicing alternativo 
[275]. Es altamente polimórfico, presentando polimorfismos de nucleótido único (SNPs) 
en las regiones codificantes que pueden influenciar su expresión [276], o en regiones 
3' y 5' UTR, que contienen elementos reguladores sensibles a hipoxia que pueden 
contribuir a aumentar la variabilidad de la producción de VEGFA en diferentes tejidos 
[277].
La proteína VEGFA nativa es una glicoproteína de 45kDa, básica, homodimérica 
con varios puentes disulfuro intra e intercatenarios [278]. Durante la embriogénesis, 
VEGFA se expresa ampliamente detectándose en diferentes órganos [279]. Mientras
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que en la etapa adulta, en condiciones normales, la expresión de VEGFA es baja o casi 
inexistente en la mayoría de los tejidos y está limitada a órganos que presentan 
capilares con endotelio fenestrado. Sin embargo, su expresión puede activarse por 
diferentes factores en determinadas condiciones fisiológicas, como en la creación de 
nuevos vasos sanguíneos después de una lesión o en condiciones patológicas [275, 
277]. En respuesta a hipoxia, la expresión de VEGFA también puede activarse para 
mejorar el aporte de oxígeno a determinadas zonas titulares. Así mismo, su expresión 
tanto a nivel de proteína como de ARNm, puede variar por el efecto de diferentes 
factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y otros componentes celulares [280].
1.6.3. Receptores de VEGFA
Se han identificado tres tipos de receptores de los factores de crecimiento 
vascular endotelial (VEGFRs) tirosin quinasa: VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 y las proteínas 
transmembrana sin actividad tirosin quinasa denominadas neuropilinas (NP-1 y NP-2). 
Tanto los receptores tirosin quinasa como el receptor NP-1 se expresan en las células 
de LLC [271, 274]. Los receptores VEGFR 1-3, son receptores alternos de VEGFA con 
importantes funciones en la vasculogénesis y el desarrollo celular hematopoyético. Sin 
embargo, la mayoría de estudios muestran que VEGFR2 es el receptor crítico en la 
transmisión de la señalización celular y en la proliferación y diferenciación de las 
células endoteliales, mientras que VEGFR1 puede ser más importante en la 
remodelación vascular y en la migración de monocitos [274]. La expresión de VEGFR2, 
a diferencia de VEGFR1, ha sido significativamente mayor en pacientes con estadios 
avanzados, así como también, se han determinado elevados niveles de este receptor, 
asociados a factores adversos [281].
1.6.4. Funciones de VEGFA en la LLC
La mayoría de las acciones biológicas de VEGFA, entre ellas su función pro- 
angiogénica, se desencadenan por la unión a VEGFR2, expresado predominantemente 
en células endoteliales [282]. VEGFA actúa como una citoquina multifuncional que 
ejerce la mayor parte de sus funciones en el endotelio vascular. Entre estas funciones 
se encuentra favorecer la angiogénesis, promover la permeabilidad vascular y actuar
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como vasodilatador [283]. El incremento de la expresión de VEGFA, tanto en la 
circulación como en el tejido tumoral, se ha asociado a un pronóstico desfavorable en 
diferentes tipos de cáncer, incluyendo la LLC [284].
1.6.4.1 Función pro-angiogénica
El incremento de la densidad de los vasos sanguíneos en la médula ósea y en 
los nodulos linfáticos de los pacientes, fue una de las primeras evidencias que 
mostraba la importancia de la angiogénesis en esta enfermedad [274, 285, 286]. Este 
incremento se produce como resultado de una angiogénesis dependiente de VEGFA 
asociada a estadios avanzados [272, 286- 287]. A pesar de que los niveles de expresión 
varían considerablemente entre los pacientes, el aumento de su expresión tanto en 
suero como en plasma, se correlaciona con progresión de la enfermedad [281, 288]. 
Ensayos de angiogénesis in vivo demostraron que la expresión de VEGFA proveniente 
de las células de LLC, fue capaz de inducir angiogénesis por la proliferación de las 
células endoteliales [282]. Resultados similares fueron obtenidos en experimentos in 
vitro, donde a partir del sobrenadante de células de LLC en condiciones de hipoxia, 
indicando que la expresión de VEGFA juega un papel fundamental como inductor de la 
angiogénesis asociada a LLC [287].
I.6.4.2. Función pro-supervivencia
VEGFA se ha descrito como factor de supervivencia para distintos tipos 
celulares, asociado al aumento de la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 
[289]. Sin embargo, aunque existen elevados niveles de Bcl-2 en LLC, hasta el 
momento no se ha descrito una asociación significativa entre Bcl-2 y VEGFA [290]. 
Además, VEGFR-2 parece ser el principal receptor de la familia VEGFR implicado en la 
supervivencia celular [284]. Por otra parte, se ha descrito que en la resistencia a la 
apoptosis de las células de LLC, intervienen mecanismos de supervivencia autocrinos y 
paracrinos dependientes de VEGFA [276, 291-294]. Entre los mecanismos autocrinos, 
los receptores VEGFR1 y VEGFR2 están constitutivamente fosforilados, pudiendo ser 
bloqueada esta fosforilación a través de anticuerpos contra VEGF [295]. Además, 
también se ha descrito que la administración de VEGF exógeno conduce a un efecto
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pro-supervivencia, mediante la reducción de la apoptosis (espontánea e inducida por 
fármacos) a través del aumento de expresión de las proteínas anti-apoptóticas Mcl-1 y 
XIAP [294-295]. En cuanto a la vía paracrina dependiente de VEGF, un estudio reciente 
resalta que la proteína VEGFA procedente de las BMSCs, fue esencial en la resistencia 
apoptótica in vitro de las células tumorales [295].
1.6.4.3. Función en la regulación de la motilidad celular
La motilidad de las células de LLC, en el endotelio y a través del mismo, es un 
proceso decisivo en la invasión de los tejidos linfoides durante la progresión [296], 
interviniendo la integrina a4 ß l y la expresión autocrina de VEGF. La expresión 
constitutiva de VEGF también es necesaria para la migración celular regulada por 
MMP-9, ya que la interacción entre VEGFA y su receptor VEGFR2, disminuye la 
expresión de MMP-9 mediante la activación de STAT-1 [297]. Estudios con ensayos in 
vitro muestran que esta interacción lleva a la inhibición de la migración celular, lo que 
finalmente contribuye a la acumulación de las células tumorales y a la progresión de la 
leucemia [298].
1.6.4.4. Función en el microambiente celular
La expresión de VEGFA en interacción con citoquinas, conduce a un efecto 
autocrino que estimula la proliferación y migración de las células endoteliales en la 
médula ósea [299]. Por otra parte, también se ha descrito que, además de la 
interacción con otros subtipos celulares del microambiente, la interacción con otros 
componentes puede promover la expresión de VEGFA [300]. De este modo, ensayos ¡n 
vitro mostraron que células de LLC tratadas con componentes del microambiente 
como CD154 y LPA, incrementaron la expresión de VEGFA, favoreciéndose la 
protección frente a la apoptosis [301-302].
1.6.4.5. Función como factor pronóstico
Diferentes publicaciones han sugerido que la detección de un incremento en la 
expresión de VEGFA, puede constituir una herramienta útil en el pronóstico clínico de 
los pacientes con diferentes tipos de cáncer [282-284]. Los niveles de VEGFA en
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pacientes con LLC son significativamente elevados en comparación a grupos control de 
estudio [303]. Además, tanto el nivel de expresión de VEGFA como el de su principal 
receptor VEGFR2, han sido superiores en los estadios avanzados RAI III y IV comparado 
a los estadios 0 y II [281]. Así mismo, en otro estudio se ha observado que la elevada 
expresión de VEGFA en el plasma de sangre periférica disminuyó después del 
tratamiento con fludarabina [303]. En relación con la progresión de la LLC, una elevada 
expresión de VEGFA se ha descrito como un posible factor predictivo de progresión 
clínica para la SLT de pacientes con estadios tempranos de la enfermedad [304]. 
Incluso se ha propuesto que el análisis de los niveles de expresión de VEGFA durante el 
pre-tratamiento, podría predecir una mejor eficiencia del tratamiento con 
quimioinmunoterapia en los pacientes con LLC [305]. La variabilidad genética del gen 
VEGFA se ha estudiado principalmente en tumores sólidos [277], sin embargo, 
recientemente también se está observando niveles de expresión de VEGFA variables 
en algunos tipos de leucemias. En este sentido, la expresión de VEGFA y las rutas de 
señalización asociadas, constituyen dianas potenciales para diferentes fármacos en el 
tratamiento de neoplasias hematológicas.
1.7. Tratamiento en ia LLC
1.7.1. Criterios para el inicio del tratamiento
En el momento del diagnóstico, más de un 80% de los pacientes no requieren 
tratamiento. Actualmente, se recomienda que los pacientes recién diagnosticados, 
asintomáticos y estadios tempranos (Binet A, Rai 0) sean monitorizados regularmente 
sin administrar terapia alguna. Se ha comprobado que el inicio de la terapia en estas 
etapas no resulta beneficioso para incrementar la supervivencia [13, 306, 307]. Por 
otro lado, en pacientes en estadios intermedios (estadios l-ll de Rai o B de Binet) o 
avanzados (lll-IV de Rai o C de Binet), el tratamiento si es beneficioso y está indicado 
cuando haya evidencia de enfermedad activa determinada por la presencia de al 
menos uno de los criterios definidos según las recomendaciones del International 
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (IWCLL) [3]. Por tanto, la linfocitosis 
aislada o la presencia de alteraciones citogenéticas como la deleción 17p, son criterios 
para indicar el tratamiento.
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1.7.2. Factores pronósticos que afectan la respuesta al tratamiento
Una reciente guía de consenso del Grupo Español de Leucemia Linfocítica 
Crónica, establece que diferentes factores pronósticos adversos asociados a la 
enfermedad pueden determinar la respuesta al tratamiento y la supervivencia de los 
pacientes [308]. Estos factores incluyen el estadio clínico, los valores séricos de la LDH 
y de la ß2-M, el patrón de infiltración medular o los marcadores de expresión de 
proteínas ZAP-70 y CD38. La detección de marcadores genéticos como el estado 
mutacional de los genes IgVH y las alteraciones citogenéticas más frecuentes como la 
deleción l l q  y 17p, también se describen como factores importantes en la estimación 
de la progresión desde los estadios iniciales [308]. Por otra parte, aunque otros 
estudios proponen que la combinación de factores clínicos y genéticos, junto con la 
detección de las recientes alteraciones moleculares asociadas a LLC, podrían añadir 
información pronostica relevante [73,309-312], aún no se ha establecido ningún índice 
pronóstico internacionalmente consensuado en el tratamiento la LLC [13].
1.7.3. Evolución de los tratamientos
Durante varias décadas la monoterapia con agentes alquilantes se ha empleado 
como tratamiento de primera línea en la LLC. Particularmente clorambucilo fue 
considerado el tratamiento estándar durante más de tres décadas. Actualmente este 
fármaco sigue siendo una opción apropiada para pacientes mayores o pacientes que 
no son capaces de tolerar una quimioterapia más intensa, debido a ciertas ventajas 
que presenta como su baja toxicidad, bajo coste y su administración oral [313]. Sin 
embargo, dentro de sus principales desventajas esta su baja o casi inexistente tasa de 
remisión completa y los efectos secundarios que se producen después de un uso 
prolongado (citopenias, mielodisplasia y leucemia aguda secundaria) [13]. A partir de 
los años 90, se incorporaron los análogos de purina solos o en combinación con 
agentes alquilantes. Entre los análogos de purina más usados en la LLC están la 
fludarabina, la cladribina y la pentostatina. Fundamentalmente, la fludarabina 
representa el componente mejor estudiado en el tratamiento de la LLC. En los ensayos 
clínicos realizados con fludarabina como agente único se alcanzó una mejor tasa de 
respuesta global frente a diferentes agentes alquilantes, sin embargo, no se
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obtuvieron ventajas en cuanto a la supervivencia global [314,315]. Posteriormente, 
para mejorar la tasa de respuestas y la supervivencia, se utilizó la combinación de 
fludarabina con otros agentes quimioterápicos. Así, la combinación de fludarabina con 
agentes alquilantes como ciclofosfamida o mitoxantrone alcanzó mejores resultados 
[316, 317]. Además, diferentes grupos realizaron ensayos clínicos evaluando la adición 
de rituximab, un anticuerpo monoclonal anti-CD20, a la combinación de fludarabina y 
ciclofosfamida (FCR). Los resultados obtenidos han llevado a situar esta combinación 
como el tratamiento de elección en primera línea en pacientes con un estado físico 
óptimo al incrementar significativamente la tasa de respuestas y la supervivencia con 
respecto a la quimioterapia [318, 319]. Sin embargo, tratamientos de primera línea 
más eficaces en la LLC permanecen aún por elucidar. Existen pacientes que no 
responden a FCR y que presentan alteraciones genéticas de mal pronóstico asociadas. 
De esta manera, para los pacientes refractarios y en recaída hay controversia en 
cuanto a la elección del tratamiento.
A partir del Rituximab, se han desarrollado nuevos anticuerpos monoclonales 
como Obinutuzumab (GA101), un anticuerpo monoclonal anti-CD20 de tercera 
generación [320] y ofatunumab [322]. Además se han ido añadiendo a las pautas de 
tratamiento el uso de Bendamustina con características alquilantes y de análogo de 
purina [321], de inhibidores del BCR como Ibrutinib o Idelalisib o de antagonistas de 
Bcl-2 como venetoclax. También se están estudiando el uso de inhibidores de 
angiogénesis que bloquean VEGF como bevacizumab [323], inmunomoduladores como 
Lenalidomida que inhibe diferentes proteínas como VEGF [324], inhibidores 
dependientes de quinasas como flavopiridol que disminuye la expresión de Mcl-1 y 
XIAP, altamente expresados en LLC [13]. De esta manera, la diversidad de tratamientos 
disponibles junto con la heterogeneidad molecular de los pacientes, hace difícil la 
elección de un tratamiento para la práctica clínica habitual [325-327].
1.7.4. Elección del tratamiento de primera línea
El objetivo de la administración terapéutica en la LLC es aumentar la 




través de una máxima respuesta al tratamiento y una baja toxicidad. La elección del 
tipo de tratamiento de primera línea dependerá de las comorbilidades del paciente, es 
decir, si tiene o no una capacidad fisiológica adecuada, y de la presencia de 
alteraciones éticas como la deleción 17p o la mutación del gen TP53, que definen a los 
pacientes de elevado riesgo biológico. [308].
En los pacientes que no presentan comorbilidades, el objetivo terapéutico es 
aumentar la SLP y la OS. Diferentes estudios recomiendan la combinación de FCR 
como el tratamiento más eficaz [97, 328]. Existen otros tratamientos alternativos 
como las combinaciones de rituximab - bendamustina (R-B), rituximab - fludarabina, 
rituximab - pentostatina - ciclofosfamida o rituximab - ciclofosfamida - mitoxantrone - 
rituximab que han sido evaluados en estudios de Fase II y mostrado buenos resultados 
clínicos. Además, pacientes con IgVH-M y ausencia de deleción l l q  o deleción 17p, 
alcanzan remisiones de más larga duración con FCR [321, 329, 330, 331]. En el caso de 
pacientes que presenten comorbilidades, se pueden dividir a su vez en dos subgrupos: 
pacientes con una capacidad funcional comprometida por la presencia de 
comorbilidades moderadas asociadas y pacientes con fragilidad funcional 
incrementada por comorbilidades graves (paciente frágil). En el grupo de pacientes con 
comorbilidades moderadas, se incluyen a aquellos que no son candidatos a recibir FCR, 
cuya esperanza de vida les permita recibir tratamientos activos para alcanzar 
respuestas duraderas. En la literatura científica, no hay criterios que definan 
claramente este grupo de pacientes. Por otro lado, no suelen ser candidatos a 
tratamientos con análogos de purinas y las opciones actualmente recomendadas son 
combinaciones de R-B, Bendamustina en monoterapia y clorambucilo en combinación 
con anticuerpos monoclonales como obinutuzumab, ofatunumab o rituximab. Los 
pacientes con comorbilidades graves (paciente frágil) presentan una esperanza de vida 
corta como consecuencia de una importante afectación orgánica. En este caso, el 
objetivo terapéutico se centra en controlar los síntomas y tratar de mantener una 
calidad de vida óptima en el paciente. Se recomienda la administración de Clorambucil, 
Ciclofosfamida y corticoïdes, entre otros [308]. Recientemente se recomienda la 
administración de Clorambucilo junto a anticuerpos monoclonales en pacientes de
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este grupo, normalmente de edad avanzada y sin deleción 17p o mutación de TP53, lo 
que mejora la SLP respecto a los tratamientos en monoterapia [320]. Por último, en los 
pacientes de muy alto riesgo biológico, sería importante definir el grado de deleción 
17p en estos pacientes, debido a que en los diferentes estudios no hay puntos de corte 
establecidos de forma definitiva. Actualmente el tratamiento más aceptado es 
Ibrutinib en primera línea en casos con deleción 17p o mutación TP53. Por otra parte, 
se ha descrito que el cariotipo complejo y la presencia de adenopatías voluminosas son 
los dos factores adversos más importantes en pacientes con deleción 17p tratados con 
Ibrutinib [332].
1.7.5. Tratamiento en pacientes refractarios
Se define como casos refractarios a los pacientes con una ausencia de 
respuesta al tratamiento (no llegando a alcanzar una respuesta parcial) o progresión 
de la enfermedad, en los últimos 6 meses posteriores a la última terapia recibida [13]. 
Para definir los fármacos en el tratamiento de estos pacientes intervienen la presencia 
o no de comorbilidades y el estatus mutacional del gen TP53.
En pacientes refractarios sin comorbilidades, independientemente de si 
presentan o no alteraciones del gen TP53 [330], se recomienda el tratamiento con 
ibrutinib o R-idelalisib, y en pacientes refractarios a estos fármacos, se recomienda 
fármacos nuevos como Venetoclax, o en su caso, Alemtuzumab en monoterapia [322] 
o en combinaciones con esteroides [331]. En el caso de pacientes con comorbilidades, 
el objetivo de tratamiento es controlar la sintomatología, mejorar la calidad de vida y 
también prolongar la SG. No hay estudios específicos en este subgrupo de pacientes. 
Para estos casos se suele administrar Rituximab con clorambucilo o con bendamustina, 
o alemtuzumab pero teniendo en cuenta su elevada toxicidad [308]. En general, la 
recomendación para los pacientes refractarios es administrar un tratamiento que 
pueda mejorar la respuesta clínica para a continuación, consolidar la respuesta con un 
trasplante alogénico de células hemotopoyéticas (AloTPH), si las condiciones del 
paciente lo permiten [334].
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1.8. Tratamiento experimental con fármacos con actividad antitumoral 
in vitro en pacientes de LLC con pronóstico adverso
1.7.6.1. Forodesina
La Forodesina (BCX-177) es un análogo de nucleósidos de purina (PNA), que a 
diferencia de otros análogos de purina, no se intercala en el ADN, sino que actúa como 
un potente inhibidor de la fosforilasa de nucleósidos de purina (PNP). Esta enzima 
cataliza una reacción denominada fosforólisis, donde se hidroliza 2'-desoxiguanosina 
(dGuO) a guanina y 2'-desoxirribosa-l-fosfato [335]. Para el efecto citotóxico de la 
Forodesina, es necesaria la implicación de otra enzima, la desoxicitidina quinasa (dCK) 
que también presenta afinidad por dGuO. En condiciones normales, la afinidad por 
dGuO es mayor para PNP que para dCK. Sin embargo cuando PNP está bloqueada por 
acción de la Forodesina, dGuO no es hidrolizado, sino que es fosforilado a dGuO 
monofosfato (dGMP) por la enzima dCK, y finalmente dGMP se acumula 
intracelularmente como dGTP. Esta acumulación altera el equilibrio de los pools de 
nucleótidos intracelulares, lo que conduce a la inhibición de la síntesis del ADN, de la 
replicación celular y finalmente a la apoptosis celular [336]. Para la completa inhibición 
de la PNP por medio de Forodesina, se necesitan elevadas concentraciones 
intracelulares de dGuO. Por tanto, para que la Forodesina sea efectiva debe 
administrarse junto con dGuO [337].
El efecto de la Forodesina se estudió primeramente en la inhibición de la 
proliferación de las células T, en casos de leucemia linfoblástica aguda y linfoma 
cutáneo de células T [338, 339]. Se han realizado diferentes estudios en células de LLC, 
donde se observó que la Forodesina inducía apoptosis en condiciones in vitro 
mediante la fosforilación de p53 y la activación de p21 [336], y también mediante la 
activación de vías apoptóticas mitocondriales independientes de TP53, a través del 
decrecimiento de la proteína anti-apoptótica Mcl-1 [340]. Así, la actividad de la 
Forodesina en experimentos in vitro con células de LLC [341, 342] indica que podría ser 
útil el estudio de futuras combinaciones con otros fármacos que potencien su efecto.
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I.7.6.2. Trióxido de arsénico (ATO)
El trióxido de arsénico (ATO) se ha usado principalmente como primera línea de 
tratamiento en la leucemia promielocítica aguda [343,344]. Sin embargo, ha sido parte 
de la medicina tradicional china, incorporándose a la medicina occidental como agente 
anti-tumoral a finales del siglo XIX [345]. Además, diferentes estudios muestran que ha 
sido útil en el tratamiento de varios desórdenes hematológicos como síndrome 
mielodisplásico, leucemia mieloide aguda y leucemia mieloide crónica [346-349]. Por 
otro lado, estudios pre-clínicos indicaron que puede inducir apoptosis e inhibir el 
crecimiento celular y la angiogénesis en diferentes tipos de células tumorales [350- 
353]. El complejo mecanismo de acción de ATO aún no es del todo conocido en la 
actualidad. En el caso de la LLC, son pocos los estudios que han abordado el efecto 
citotóxico de ATO. Sin embargo, se ha observado que ATO induce apoptosis en células 
de LLC mediante la activación de la quinasa JNK, lo que inhibe la vía de supervivencia 
PI3K/Akt/NF-Kb, constitutivamente activada en células de LLC. Esto da lugar a la 
disminución de NF-Kb y también de XIAP (ambos supresores de PTEN), lo que 
incrementa la expresión de la fosfatasa PTEN, que probablemente también aumente 
por acción directa de JNK. Por último, la activación de JNK lleva a la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS), liberación del citocromo c, activación de caspasas 






1. Análisis de la variabilidad genética del gen VEGFA como factor pronóstico en 
pacientes con LLC de reciente diagnóstico.
- Caracterización molecular de los polimorfismos genéticos del gen VEGFA.
- Análisis de la variabilidad genética en la susceptibilidad a LLC mediante un estudio 
caso-control.
- Estudio de asociación de los polimorfismos genéticos en subgrupos moleculares de 
pronóstico adverso y análisis de su influencia en la supervivencia.
2. Análisis de las alteraciones moleculares de los genes ATM, BIRC3, SF3B1 (K700E) y 
NOTCH1 (p.P2515fs*4) en pacientes con deleción l lq  detectada al diagnóstico y su 
impacto en la supervivencia
- Identificación, distribución y frecuencia de las variantes moleculares en los genes 
ATM, BIRC3, SF3B1 (K700E) y NOTCH1 (p.P2515fs*4).
- Estudio de la asociación de la deleción l lq  con las mutaciones detectadas y su 
correlación con variables de pronóstico desfavorable
3. Estudio del efecto citotóxico in vitro de combinaciones de fármacos y su 
correlación con alteraciones moleculares de pronóstico adverso en pacientes con y 
sin tratamiento previo
- Análisis del efecto citotóxico de los fármacos individuales y en combinación de 
trióxido arsénico, forodesina y fludarabina en células de LLC.
- Determinación del potencial efecto sinérgico de las combinaciones de los fármacos.
- Influencia de las alteraciones moleculares de riesgo en respuesta al efecto citotóxico 
de los fármacos.
- Análisis de vías de señalización de supervivencia en la respuesta a los fármacos e 






3. PACIENTES Y METODOLOGÍA
3.1. Muestras biológicas
3.1.1. Pacientes
En el presente estudio se evaluaron un total de 401 muestras de pacientes 
recién diagnosticados con LLC y 40 muestras de pacientes en progresión clínica. Las 
muestras proceden de cuatro hospitales pertenecientes al grupo GLIMCE: Hospital 
Universitario Puerta de Hierro Majadahonda, Hospital Universitario de Getafe, Hospital 
Universitario Severo Ochoa de Madrid y Hospital Universitario General de Valencia. En 
todos los casos, los pacientes fueron informados y se obtuvo su consentimiento 
firmado para participar en el estudio. Los análisis efectuados en este trabajo fueron 
evaluados y aprobados por el Comité ético del Hospital Puerta de Hierro (Comité Ético 
de Investigación Clínica Hospital Puerta de Hierro Majadahonda) y en su caso, por la 
Junta de Revisión de Bioética del Centro Superior de Investigaciones Científicas (CSIC) y 
llevado a cabo siguiendo los principios de la Declaración de Helsinki. Las muestras 
biológicas de los pacientes analizados en esta tesis doctoral se agrupan en tres 
estudios diferentes. En el estudio de los polimorfismos genéticos, analizamos muestras 
de sangre periférica (SP) de 239 pacientes consecutivos recién diagnosticados. Para el 
estudio de alteraciones moleculares asociadas a LLC evaluamos 118 pacientes 
consecutivos al diagnóstico y 27 pacientes en progresión. Por último, en el estudio de 
las combinaciones de fármacos en pacientes con alteraciones de pronóstico adverso 
estudiamos un total de 35 pacientes incluyendo 21 muestras de SP de pacientes recién 
diagnosticados y 14 muestras de SP de pacientes que recibieron tratamiento previo.
3.1.2. Muestras control
Con el fin de determinar la distribución de los polimorfismos del gen VEGFA en 
la población española de la misma área, se estudiaron 183 individuos sanos de una 
población control provenientes del Departamento de Banco de sangre del Hospital 
Universitario Puerta de Hierro de Majadahonda. Todos los individuos firmaron un 




Las líneas celulares que se utilizaron para este estudio fueron: HS-5 
(fibroblastoide) y HS-27A (epitelioide) obtenidas del biobanco ATCC (American Type 
Cultura Collection; Manassas, VA, USA) y cultivadas en RPMI 1640 (Gibco) con 10% de 
suero bovino fetal (SBF, Sigma-Aldrich). La inmortalización de estas células estromales 
Pue obtenida a partir de la médula ósea humana de donantes normales [357].
3.2. Obtención y purificación de las células mononucleadas: linfocitos B y 
granulocitos
Los linfocitos B se obtuvieron a partir de muestras de sangre periférica (fracción 
nononuclear) de pacientes con LLC -mediante gradiente de densidad por Ficoll 
[Lymphocyte Isolation Solution Gradient, Rafer, S.L. Zaragoza, España). Se diluyó la 
nuestra de sangre en un volumen 1:1 con PBS IX  estéril o RPMI sin suero, y se añadió 
3 la muestra de Ficoll (10ml). Se centrifugó la muestra a 2100 rpm, 15 minutos y sin 
creno en la centrífuga. Posteriormente, el gradiente de densidad permitió distinguir y 
aislar en la muestra un halo celular donde se localizó la fracción de linfocitos B. La 
nuestra obtenida se lavó con PBS IX  estéril y se centrifugó a 1200 rpm durante 5 
ninutos. Si hubiera restos de sangre, se añade una solución de lisis durante 20 minutos, 
3ara lisar los eritrocitos que queden en la muestra.
Posteriormente se centrifugó a 1200 rpm durante 5 minutos y se eliminó el 
¡obrenadante por decantación. Se repitió el proceso de lisis celular hasta que la 
nuestra no tuviera restos de eritrocitos. El pellet celular final se resuspendió en lm l de 
1PMI sin suero. Los linfocitos B obtenidos mediante este procedimiento, se congelaron 
\ -80°C y posteriormente se preservaron en nitrógeno líquido en presencia de un 20% 
le dimetil sulfóxido (DMSO) y un 20% SBF hasta el momento de su utilización. Por otra 
>arte, el aislamiento de los granulocitos, se realizó por el mismo procedimiento 
nediante Ficoll. En este caso, la capa de granulocitos que se aisló, se localizó justo por 
íncima de la capa inferior de eritrocitos. Los granulocitos se aislaron para la posterior 




3.3. Extracción de ADN
El ADN genómico fue extraído a partir de linfocitos B o granulocitos obtenidos 
previamente mediante la purificación por Ficoll. La extracción de ADN se realizó 
mediante dos métodos diferentes:
3.3.1. Extracción de ADN mediante DNAzol
El procedimiento con DNAzol (MRC, Cincinnati, OH) se basa en el uso de una 
solución lisante de guanidina-detergente, que hidroliza el ARN y conduce a la 
precipitación selectiva del ADN del lisado. La muestra celular de partida (con al menos 
3 0 xl0 6 células) se centrifugó 1200 rpm durante 5 minutos. Después de retirar el 
sobrenadante, al pellet se le añadió lm l de DNAzol y se mezcló para homogeneizar la 
muestra. Posteriormente se añadió entre 800-1000 pl de etanol 100%. El material que 
se separó del resto de la muestra se transfierió para su lavado con etanol al 70%. Se 
retiró todo el volumen del etanol al 70% y se añadió entre 200pl -  lm l de TrisHCI 
(lOmM) dependiendo de la cantidad de ADN final que se obtuviera. Se agitó 
cuidadosamente y se colocó 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente se 
incubó a 65°C durante 30 minutos - lhora.
3.3.2. Extracción automática de ADN
Este método fue utilizado en la extracción de ADN de 183 individuos sanos. Se 
realizó mediante el kit de purificación Maxwell 16 Blood ADN (Promega Corp. Madison, 
CA) que emplea unas partículas paramagnéticas que se unen al ADN y posteriormente 
la solución se eluye en condiciones de baja salinidad. Posteriormente, la cantidad y 
calidad del ADN obtenido mediante el método de extracción manual o automática, se 





Esta técnica fue empleada para validar las muestras genotipadas del gen VEGFA, 
y para la amplificación del exón 51 del gen ATM  para su posterior secuenciación. Las 
secuencias de los cebadores correspondientes a las secuencias analizadas del gen 
VEGFA se muestran en la Tabla 3. Para realizar la PCR de las secuencias del gen VEGFA 
se emplearon los siguientes reactivos a un volumen final de 25 pl: 12.5 pl de Buffer Mix, 
1 pi de cada cebador directo o Forward (F) y reverso o Reverse (R) a 10 pM, 5.3 pl de 
agua, 0.2 pl de la enzima Taq polimerasa y 5 pl de ADN a 20 ng/pl. Las condiciones del 
programa de amplificación fueron: 95°C 5 min, 95°C 15 s, 60°C 15 s, 72°C 30 s, 72°C 7 
min durante 30 ciclos y un ciclo final de 4°C 5 min. Para la amplificación del exón 51 se 
emplearon: 12.5 pl de Buffer Mix, 1 pl de cada cebador F/R (10 pM), 9.3 pl de agua,
0.2 pl de la enzima EcoTAQ. y 1 pl de ADN a 100 ng/pl, con sus respectivas condiciones 
del programa de amplificado: 95°C 5 min, 95°C 15 s, 54°C 15 s, 72°C 30 s, 72°C 7 min 
durante 30 ciclos y un ciclo final de 4°C 5 s. Los resultados obtenidos fueron 
visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Tabla 3: Secuencias de los cebadores del gen VEGFA.
3.5. Determinación y genotipado de polimorfismos
Las variantes polimórficas para llevar a cabo el estudio se seleccionaron en base 
a su descripción como marcadores genéticos, debido a su potencial efecto en la
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variación de la expresión génica de VEGFA [358-360] y al desarrollo y progresión de 
diferentes tipos de cáncer [361-365].
La discriminación alélica se realizó mediante sondas TaqMan® MGB (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) usando el 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems). En un 
volumen final de 10 pl se utilizaron los siguientes reactivos por muestra: 0.25 pl de 
Genotyping Master Mix 2X, 5 pl de SNP Assay 40X, 3.75 pl de agua y 1 pl de ADN (20 
ng/pl). Para las condiciones del programa de análisis, se realizó una pre-lectura a 60°C 
30 s, una desnaturalización a 92°C 10 min y finalmente la amplificación: 92°C 15 s, 60°C 
1 s y 60°C 30 s (40 ciclos). Para la validación del genotipado se seleccionaron 
determinadas muestras de ADN para su posterior secuenciación mediante el 
analizador 3130x1 Genetic Analyzer Sequencer (Applied Biosystems).
3.6. Ensayos de detección de mutaciones somáticas
La detección de mutaciones somáticas de biomarcadores mediante PCR a 
tiempo real (qBiomarker Somatic Mutation PCR, en inglés) constituye una herramienta 
rápida y precisa que permite la detección de mutaciones somáticas en genes 
relevantes asociados a rutas biológicas importantes o enfermedades concretas. Esta 
técnica se basa en una amplificación que alcanza un límite de detección de hasta un 
1% del alelo mutado en un background de ADN wild type.
El diseño del ensayo se basa en la tecnología ARMS® (Amplification Refractory 
Mutation System) que consiste en la discriminación alelo-específica del alelo mutado 
por la Taq polimeresa y la detección de la hidrólisis de una sonda marcada. Los 
cebadores ARMS están diseñados de forma complementaria al ADN que contiene la 
mutación. De esta manera la Taq polimerasa amplifica selectivamente sólo la 
secuencia del ADN mutado y no la del ADN wild type. Posteriormente, la detección de 
esta amplificación se realiza mediante la actividad exonucleasa 5'->3' de la Taq 
polimerasa, degradando una sonda de ADN que hibrida con el amplicón durante la 
etapa de extensión de la PCR. Esta sonda está doblemente marcada con un reporter y 
un quencher, de tal forma que no hay amplificación de la secuencia wild type cuando la
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cercanía del quencher impide la florescencia del reporter. Sin embargo cuando hay 
reconocimiento por complementariedad y amplificación de la secuencia que porta la 
mutación, la enzima degrada la sonda, el quencher se separa del reporter y éste emite 
fluorescencia.
3.7. Técnica de HRM
La técnica de High Resolution Melting (HRM) fue utilizada con el objetivo de 
amplificar regiones exónicas de los genes ATM y BIRC3 y detectar variaciones en las secuencias 
de ADN. El análisis se basa en la caracterización de muestras de ADN según los perfiles 
de curvas de melting durante un gradiente ascendente de temperatura. Es un método 
potente y de alto rendimiento que permite un screening mutacional con gran 
aplicabilidad. Se caracteriza por la utilización de un fluorocromo de tercera generación 
denominado R27 (Roche Diagnostics). Esta molécula tiene gran afinidad por el ADN de 
doble cadena, donde se intercala de forma saturante sin inhibir la reacción. A medida 
que aumenta la temperatura, disminuye la fluorescencia produciendo un perfil 
característico. Así, cada producto de PCR es identificado por su temperatura de 
melting (Tm) correspondiente a la temperatura en la cual la mitad del ADN de doble 
cadena está desnaturalizado.
Cuando la secuencia del producto de PCR presenta un cambio en homocigosis, 
se generan fragmentos homodúplex y cuando el cambio es heterocigótico se detectan 
fragmentos homodúplex y heterodúplex. Cada producto de PCR tiene diferente 
estabilidad, observada mediante el análisis de las curvas de melting. Las secuencias 
con variante en heterocigosis (formación de heterodúplex) presentan una Tmmás baja 
que los ADN de doble cadena homocigotos (formación de homodúplex). Por tanto, la 
comparación de la fluorescencia en función de la temperatura permite detectar 
cambios de una sola base, pequeñas inserciones y deleciones, siendo un método 
rápido para genotipar variantes conocidas y también para detectar variantes 
desconocidas en la secuencia de ADN.
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Para los ensayos, primeramente se determinó el límite de detección de la 
técnica. Para ello, se seleccionó una muestra de ADN con una variación genética 
confirmada previamente por secuenciación. Dicha muestra se obtuvo de un individuo 
con alrededor de un 97% de marcadores de linfocitos B CD5/CD19, lo que nos 
confirmó que la muestra de análisis (purificada previamente) mayoritariamente 
contenía linfocitos B. La muestra de ADN con la variante fue diluida serialmente en 
cantidades crecientes con una muestra de ADN wild-type. Se analizaron todas las 
diluciones de la muestra mediante una amplificación control para uno de los exones 
del gen ATM.
Tras el procedimiento, se detectó un límite de detección de al menos un 6% del 
alelo mutado. Una vez establecido el límite de detección de la técnica, se analizaron las 
muestras de ADN de los pacientes con LLC junto a sus respectivos controles (ADN wild type), 
para cada una de las secuencias del gen ATM (exones 2-63) y del gen BIRC3 (exones 6-9). Los 
cebadores empleados para el análisis de las regiones codificantes del gen BIRC3 se muestran 
en la Tabla 4 [155]. Los cebadores del gen ATM fueron diseñados (Tabla 5) y las reacciones de 
amplificación fueron optimizadas para cada exón (Ver diseño y optimización de los cebadores 
del gen ATM).
Tabla 4: Secuencias de los cebadores correspondientes a los exones del gen BIRC3 [155].
Exón Cebador Secuencia (5 -3') Tamaño (pb)
6 6F CCT AAT AT GT GTT AAATT CTTT GTT CC 328
6R AGACT GAT AT C AAAT CCTT AT G AAAAT
7 7F TTT G AACAT GTTT AT GCTT GTTTT C 349
7R AAG AGCGT ATTTT C AATT GACTT AGA
8 8F T CAT AGT AAT G CTTTTT CTTTTT CTC C 153
8R AGGC AGTTTGCTT CTT C AGT G
9 9F T G AAG AAGC AAACTGCCTTTT AT 268
9R AAAGTTT AGACG AT GTTTT GGTT C
3.7.1. Diseño y optimización de los cebadores del gen ATM
Se diseñaron un total de 77 parejas de cebadores directos y reversos (Tabla 5) 
para la amplificación de 62 exones codificantes del gen ATM  (exones 2 al 63, RefSeq 
NM_000051.3). Para el diseño de los cebadores fueron empleados tres programas:
Primer blast, In-Silico y Operon Tool, y se tuvieron en cuenta criterios establecidos por
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la casa comercial para una óptima reacción durante la reacción de HRM en relación al 
tamaño del amplicón (de forma preferente entre 100-300 pares de bases), una 
temperatura de anillamiento cercana a los 60 °C y una purificación por HPLC. Cada 
cebador diseñado contenía las regiones flanqueantes y los fragmentos intrónicos 
adyacentes incluyendo los sitios de splicing.
Tabla 5: Secuencias de los cebadores diseñados para la amplificación del gen ATM.
Exón Cebador Secuencia (5 - 3 ) Tamaño (pb)
2 2F TTT C AC ACCT CTTT CT CT CT AT ATATGC 227
2R GTT ACT AAT C AC ACTT ATTT C AAGG AAAAA
3 3F AGT GT GATT AGT AACCC ATT ATT ATTT CCTT 188
3R AT AAAG AC AGT AAAAT AAATTT G AAT AG AAT ACCT
4 4F T G AAATT GCATTTT GTTTT CTT G 222
4R GCG AC AGT AAT CT GTT AAGCCA
5 5F AGTTGCCATTCCAAGTGTCTTAT 244
5R TTT C AC ACCT CTTT CTCTCT AT ATATGC
6 6AF ATCCTTTTT CT GT AT GGGATT ATGG AAT A 213
6AR T CT G AG AAC AGC ATCCTTT GGT A
6BF T AT CT GAAACCTTCACAAGATGTTC 200
6BR AT GGT CTT GC AAGAT C AAAAGT ATTT CA
7 7AF CCT GTT AT ACCCAGTT G AGCTT GT 171
7AR AAT AT AAAGC AAAGT GGG AAG AATTT C
7BF CCT CAAGACTTT GGCTGTCAA 213
7BR TT C AAAAC AGT AAAC ATTTCCTTT AT ACC
8 8F GCTT GACAGCT GAAT AATTTT GT G 276
8R AAT GT G AC AT GACCT ACTT ACT GT ACCT
9 9F CAGCG AAACT CTGGCT CAA 267
9R AAAAT GACACT GAAT G AG AAAATGG
10 10AF AGT ACT ATGG AAAT G ATGGT GATT CT C 229
10AR GCT GTT GGGGT AG AAGCT GA
10BF GT GAGCT GTCT CC ATT ACT GAT GA 242
10BR GGCTCCAAGTAAGCCAAAGTT
10CF AATTTGGTGTATTACCTTTCGTGG 171
10CR CAT AATGCAT GCT G AACTT ACC A
11 11F AAAGT CTTTGCCCCT CCAAT 277
11R CAGCAT GCT AAT G AACTT AAATT ACCT
12 12F CAT GGCTTTT GGT CTTCTAAGT GAAGCTTTTT G 289
12R CAACCTCTTCCCTGGCTAACAGTTGC
13 13AF AAGGC AAAGC ATTAGGTACTTGGT 248
13AR ATAATCCCAGAAGACAGCGATCCAGT
13BF ACCAGTCCAGTATTGGCTTCT 175
13BR ATTT CT CCTTCCT AAC AGTTT ACC A
14 14AF TAATT CT ACAGT G AT CTCCT AGTT GTTTTT A 299
14AR TT GGCTTT CT GG AAT AATT CT G ACTT A
14BF TTT GGT GGGTGT CCTT GGCT 160
14BR AAT GT AAT AATTTT C AC AGG AAT ACATTT CAT




16 16F T C AAGGCT AC AAT G AGTT GT G AC AAT 317
16R C ATT C AAG AT AG AG AAAACACT GT CT G
17 17F CC ATCTT G AAC AT CTTT GTTT CT CTT CC 273
17R GGCCTCTTATACTGCCAAATC
18 18AF T GTT GT GCCCTT CT CTT AGT GT 181
18 AR CTCCGAATATCAGCTGCCC
18BF ACAT GCT C AAGTT CTT GT GTTT GT GT 193
18BR TCAGCAACATCAGATAAAATCCAAGA
19 19F AGT AAAT G ATTT GTGG AT AAACCT G AT 213
19R T C AACTTT AT AAGCTT AAC AG AAC AC A
20 20F T GT GTT CT GTT AAGCTT AT AAAGTT GA 267
20R TT GCATTCGT AT CC AC AG AT AGC A
21 21F T AACTT ACAATAACCTTTCAGT GA 231
21R T ACT C ATT AAC AAAC AAAGACT GCTT
22 22F AAG C AGT CTTT GTTT GTT AAT G AGT A 246
22R GCC AT CT GC AGC ATT CCA
23 23F TATGCTTTGGAAAGTAGGGTTTGAA 267
23R ACTTGGT GAAGT AATTT AT GGG AT A
24 24AF TT CAGTT GGGATTTT AT AATT GATT GTT A 222
24AR ATT CT CTTT CACAGATTTACACAGGGCAA
24BF AG AAAAT CT GTTTT ACT G ACGTT G AT A 175
24BR ACAGT G ACCT AAGG AAGCTT CT AAT
25 25AF AGTT G AAT G AAT GTT GTTT CT AGGTCC 213
25AR AGT AT CTT G AAG ATTT AGCC ATTCC A
25BF T AG ACGTTT AG AAG ACTTT AT GGC AT 209
25BR AGGGG ACTT GCT AAGT ATT GT
26 26AF AAG AAT GTTT AAT AAT CTGG AT AAAGT AT GA 254
26AR TT GG AAAGC AGT CT GTT AGAAG A
26BF AGT CC ATT GCT AAT C AG ATT C AAG A 231
26BR T AT C ATT C AGGG AAT G AAAAGT ACAT AA
27 27F AT CTT GT AAAT CTT GG ACTTT G AGT CAT CT 307
27R ACTT GT G AAGTT AGAGCT AGTT CT
28 28F T C ATTTT GG AAGTT CACTGGT CT AT 241
28R AGG AAT GTT CT ATT ATT AAACT CAT CAT
29 29AF T GT AGCCGAGT AT CT AATT AAACAA 230
29AR AGT AT AAAT AACGT CTCGAAG AAC A
29BF T C ACCT GTTT GTT AGTTT ATT ACT G AAA 165
29BR AGGAAGAACAGGATAGAAAGACTGCTT
30 30F T AATTTT C C AG AACTT ACTG GTT GTT GTT 262
30R TT AAAT ACC ATTTT G AAG AT G AGT CA
31 31 AF TGGGTAT CTT AG ACGT AATT AG AAC A 253
31AR AAT ACGC AAATCCTT AAAAAC AAC AT
31BF AGT G AT AGAT AACAAGG AT AAT G AAAACCT 200
31 BR TT G AAAAGT ACT ACT AT GTT CT CT AAT AAAA
32 32F ATT AAGTTTT ATTT C AC AGGCTT AACC AA 284
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33R TCACGC AGCGCAT GACT GT A
34 34F TATG ATCTCTT AC CT AT G ACT CTACTG A 310
34R TCC AT G AAT GT CAT ATT G AG ATT ACA
35 35F T C AGT G G AG GTT AAC ATT CAT C AAG ATT 268
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35R ACAG AACT GTTTT AG AT AT GCT GGGT AT
36 36AF T GTT AT ACT CATTTT GT GT AGG AAAGGT 228
36AF ATTT C ACATTTT GT GCCTCCACT GT
36BF T CAT G AC ATTTGG AT AAAG ACACT GA 156
36BR AGC ACTCTTT AG AT AAAC AGGT CA
37 37AF TAGCAGTATGTTGAGTTTATGGCA 254
37AR AT CCCT GAACAT GT GTAGAAAGCA
37BB ACTTTT GT C AG ACT GT ACTTCC AT ACTT 233
37BR AT CTT AAAT CC AT CTTT CT CT AG AACT GA
38 38F AGCAAGAAT GCCT GGGACT 232
38R TGCAAC ACCTT CACCT AAAAT AAT CAT
39 39F T CA AC AT GCTTTT ATTTT G AT ATT G AAGTTT A 284
39R ACCCTT ATT G AG AC AAT GCC AA
40 40F AT AGT AT AT GT ATT C AGGAGCTTCC AA 210
40R ACCC AAAGT AT G AG AT AAAT ACT GT CA
41 41F AT AAC AT AAC ATTT AG AGTT GGG AGTT 256
41R TCCTT CAT AAACAG AATT ACT AT ACCGT
42 42F ACGGT AT AGT AATT CT GTTT AT G AAGG A 265
42R TGGCTGTGT AAAT ATCC ACCAA
43 43AF T AAAT G AT ATT GT G AACT AAAATTT GT CT AAGT 227
43AR T GCTT GGT AAT G AAGTT CTT CT AGTT
43BF AGG ATTGG ATT AT G AAAAT AAAG ACTGGT GT 181
43BR T ATT CAT AG AAG AG AAAAAC AGTT GTT GT
44 44F T GT CCTTT GGT G AAGCT ATTT AT AC AT 247
44R TCAGAAAAGAAGCCAT GACATTAAAT
45 45F TT AGT ATT ATT AG AT CAGT AGC AAAGCCT 28'
45R AGCT GC ACTTT AGG AT AACAAAGT CAT
46 46AF T C ATTT CT CTT GCTT AC AT G AACT CT AT 194
46AR AGTT GTCC ATTT CCTTTTCCAT CA
46BF AGCTT CT C AAGG AC AGT G ATTTT AGTT 22¿
46BR AGG AAAGT C AAG AGGT AAG AT G AC AT
47 47F AT GGT AGT AGT AT CAGT AGT AAAAGT A 265
47R AT AAC AGT AAAAC ACT AAT CCAGCC A
48 48F AC AT G AAGGGC AGTT GGGT 217
48R AGT AACT AT CTT AAGGGTT GCTCC A
49 49AF TGT ATT ACCTT AATTT G AGT GATT CTTT AG A 206
49AR AT GT AGTTTT CAATT CTTT GGT ATT G AGT A
49BF T GG AAATT AT G AT GG AGAAAGT AGT 243
49BR TGGT GAACAT AAAATT GT C ACTT GT A
50 50AF T GT GT GATTTT GT AGTT CT GTT AAAGTT CAT 196
50AR T GTT CTT CTCC ACTT AAT AAG C AGTT GA
50BF AAAG AGGAT CGT AAACGCTT CT 21C
50BR AGGGGCTTAT GT CT AAGTTTTT CAA
51 51F AT AACTT ACTT GCTT AG AT GT GAGAAT 337
51R AAT G AGT AACTT AT GT G AT GT GAGA
52 52AF AGGCATACACGCTCTACCCA 246
52AR T ATT CT GCTT CTT CT GGCT ACCT CT
52 BF T ACTGGCCTT AGC AAAT GC AAAC A 167
52BR TT CT AGG AAAG ACT G AAT AT CAC ACT
53 53F T CT G AG AAGTTT AAAT GTT GGGT AGT 292
53R AAGC AG ATTT ACTT ATT AGGCTCTAT
54 54F ACCTT CAATGCTGTTCCTCAGTT 246
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54R ATTT GCCAAT ATTT AACC AATTTT G ACCT AC AT
55 55F T AAGT G C AAAT AGT GTATCT G ACCT A 242
55R TT CAT CACT AAAACT CT AAGGGCT AA
56 56F AGATT GGTTT G AGT GCCCT 251
56R T AT GTTTTT GGT G AACT AAC AG AAGT A
57 57F T G CACT GACTC TGATAGCTGAAT 272
57R T AAT CTT AC AAT AACCTTT AATTTT GGGT GT
58 58AF TATCCT GTT CAT CTTT ATTGCCCCT 249
58AR AGCC AATCGCTT CT C AAACC AAAT A
58BF AG AG AAAT AT G AAGT CTT CAT GG AT GT 190
58BR TGCC AAAC AAC AAAGTGCT C AAT CT
59 59F T AAACT ACTT AAAG ATT AT ACC AAGT C AGT 271
59R TT GGT AGGCAAAC AAC ATTCC AT
60 60F T AAAGTT C AC ATT CT AACT GG AAAG AAAGT A 254
60R AT GCCCAGCCCAT GT AATTTT G A
61 61F AC AAC ATT G GT GT GT AAC AAAAT CCGT 202
61R AGTGCT CTT CACAT CAGTGACTT
62 62F TACT GGTT CT ACT GTTT CT AAGT AT GT 249
62R AAAACT GACAAC AGG ACCTT CTT A
63 63AF TCCC AAGGCCTTT AAACT GTT CA 195
63AR TGGGGTCTATGGCCTGCT
63BF TACAAGAG AAACT GAAAGG AGT GGAA 209
63BR T GTT GGC AGGTT AAAAAT AAAGGCT
Tanto para el gen ATM com o para el gen BIRC3, se optim izaron las condiciones 
específicas de cada uno de los cebadores para la am plificación de los exones 
correspondientes (Tablas 6 al 10).
Tabla 6: Condiciones de PCR-HRM para los exones 2, 3, 4, 5, 9 ,1 1 ,13A, 17, 23, 24B, 25A, 25B, 
33 y 40.______________________________________________________________________
Reactivos Volumen
Master Mix 2X 5 pi
MgCI2 1.6 pi
Mix de Primers Forward/Reverse lpM 2 pi
Agua -
DNA (15ng/pl) 2 pi
Volumen final: 10.6 pl, Concentración final de MgCI2 3.77 mM. Mezcla de Primers 190 nM, 
Programa de 55 ciclos: 95-C 10 s, 53-659C 15 s, 72-C 30 s
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Tabla 7: Condiciones de PCR-HRM para los exones 29A, 28, 41, 27 y 30.
Reactivos Volumen
Master Mix 2X 5 gl
MgCI2 2 Hl
Mix de Primers Forward/Reverse lgM 2gl
~  ...............................................................................................Agua
DNA (15ng/gl) 2gl
Volumen final: 11 gl, Concentración final de MgCI2 4.5 mM. Mezcla de Primers 180 nM,
Programa de 55 ciclos: 959C 10 s, 53-659C 15 s 729C 30 s
Tabla 8: Condiciones de PCR-HRM de los exones 7A, 7B, 10A, 10B, 10C, 12, 18A, 22, 29B, 36A,
36B, 37A, 38, 39, 46A, 46B, 47, 48 y 50A.
Reactivos Volumen
Master Mix 2X 5 gl
MgCI2 0.8 gl
Mix de Primers Forward/Reverse lgM 1.2 gl
Agua m i
DNA (15ng/gl) 2 gl
Volumen final: 10 gl, Concentración final de MgCI2 2 mM. Mezcla de Primers 120 nM,
Programa de 55 ciclos: 959C 10 s, 53-609C 15 s, 729C 20 s
Tabla 9: Condiciones de PCR-HRM de los exones 13B, 14B, 15, 18b, 26B, 31A, 31B, 42, 43A, 43B,
49A, 50B, 54, 55, 56, 57,58B, 59, 60, 61, 62, 63A y 63B.
Reactivos Volumen
Master Mix 2X 5 gl
MgCf2 1.6 gl
Mix de Primers Forward/Reverse lgM 1.2 gl
Agua 0.2 gl
DNA (15ng/gl) 2 gl
Volumen final: 10 gl, Concentración final de MgCI2 2 mM. Mezcla de Primers 120 nM,
Programa de 55 ciclos: 959C 10 s, 53-609C 15 s, 729C 20 s
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E6B 5 pl 2 p l 1.2 pl 2 pl
34 5 pl 1.6 pl 1.8 pl 2 pl
37B 5 pl 2 pl 1.2 pl 2 pl
44 5 |il 1.6 pl 2.2 pl 2 pl
53 5 pl 1.6 pl 2.2 pl 2 pl
52A* 5 |il 1.6 pl 0.8 pl 2 pl
52B* 5 pl 1.6 pl 0.8 pl 2 pl
*En la reacción se añaden 0.6 |il de agua. Programa de 55 ciclos: 959C 10 s,
53-609C 15 s, 729C 20 s.









19 5 pl 2.4 pl 2 pl 2 pl
20 5 pl 2 pl 2.2 pl 2 pl
32 5 pl 1.6 pl 2 pl 2 pl
35 5 pl 1-6 |il 2 pl 2 pl
45 5 pl 2.4 pl 1.8 pl 2 pl
Programa de 55 ciclos: 959C 10 s, 53-659C 15 s, 729C 30 s.
El proceso de amplificación, detección y análisis de las variantes moleculares mediante 
el sistema Light Cycler ® 480 (Roche Molecular Systems) se establece en cuatro etapas 
(Tabla 11):
1. Pre-incubación: Proceso donde tiene lugar la activación de la enzima y 
desnaturalización del fragmento de ADN (Temperatura 95°C).
2. Amplificación: Condiciones específicas de secuencia.
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3. High Resolution Melting: Se determinan los diferentes patrones de curvas de 
melting de cada amplicón.
4. Enfriamiento: Proceso en el que las cadenas de ADN de cadena sencilla se 
rehibridan.
Tabla 11: Condiciones de amplificación de la técnica HRM.
N9 Ciclos 1 55
Nombre del programa Pre-lncubación Amplificación
Temperatura (°C) 95 95 60/65* 72
Modo de adquisición Ninguno Ninguno Ninguno Unico
Tiempo 10 min 10s ** 15s** 20s **
Velocidad de rampa (°C/segundo) 4,4 4,4 2,2 4.4
Adquisición (por °C) - - - -
Temperatura (°C) 0 0 53 * 0
Salto de Temperatura (°C) 0 0 0.5 0
Ciclo 0 0 1 0
N2 Ciclos 1 1
Nombre del programa High Resolution Melting Enfriamiento
Temperatura (°C) 95 40 60 95 40
Modo de adquisición Ninguno Ninguno Ninguno <Continuo Ninguno
Tiempo 1 min 1 min 0.01 s - 10 s
Velocidad de rampa 
(°C/segundo) 4.4 2.2 1 0.02 2.2
Adquisición (por °C) - - 25 -
Temperatura (°C) - - - 0
Salto de Temperatura (°C) - - - 0
Ciclo - - - 0
* Rango de Temperatura que oscila entre los 60°C o 65°C dependiendo de los cebadores 
empleados. ** Temperatura que varía según los cebadores utilizados.
3.8. Secuenciación automática
La secuenciación automática está basada en el método enzimático 
originalmente descrito por Sanger y se caracteriza por el mareaje fluorescente de los 
dideoxinucleótidos trifosfato (ddNTPs). Este mareaje es diferente para cada una de las 
bases lo que permite la identificación de cada una de ellas según la longitud de onda 
de la fluorescencia emitida. Primeramente la muestra fue amplificada con cebadores
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específicos. Posteriormente se realizó la purificación de 5 pl de la muestra del ADN de 
partida, se añadió 2pl de Exosapit y se colocó la muestra en un termociclador a 37°C 15 
minutos y 80°C 15 minutos. Posteriormente se realizó la reacción de secuenciación con 
2 pl del reactivo Big Dye 1.1 (Applied Biosystems) empleado para fragmentos inferiores 
a 400 pares de bases, 1 pl de cebador directo o reverso, 1 pl de Buffer de elución, 5 pl 
de agua y 1 pl del producto de PCR purificado en el paso anterior. Para la reacción se 
utilizó un termociclador con el siguiente programa de amplificación: 96°C 1 min, 96°C 
10 s, 50°C 5 s, 60°C 35 s y 4°C 5 min. A continuación se realizó la purificación con resina 
(BDX) de cada muestra (3pl del producto de la reacción de secuenciación) añadiendo 
10 pl de BDX y 45pl de Buffer por muestra en un agitador de placa durante 30 minutos. 
La muestra obtenida de esta segunda purificación se analizó en un secuenciador 
capilar automatizado ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA).
3.9. Cultivo de células primarias
Las células mononucleadas que se obtuvieron mediante el proceso de 
extracción y purificación de sangre periférica, correspondieron a una población de 
linfocitos B CD19+ con una pureza >90% de las células mononucleadas, determinado 
por citometría de flujo mediante el BD FACScalibur flow cytometer (San Jose, CA, USA). 
Para los ensayos de cultivos celulares, todas las células mononucleadas aisladas fueron 
congeladas a -80°C, para que fueran sometidas previamente a las mismas condiciones 
de partida. Posteriormente, las células se descongelaron en RPMI 1640 con 10% SBF a 
37°C y se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos. La viabilidad celular posterior 
a la descongelación fue determinada mediante mareaje con anexina V-FITC. 
Posteriormente, las células fueron resuspendidas en medio de cultivo completo con 
RPMI 1640 con L-glutamina (Gibco) suplementado con 10% de SBF (Sigma-Aldrich) y 
penicilina 100U/ml y estreptomicina 100 pg/ml (Sigma-Aldrich). Las células se 
mantuvieron en cultivo en una atmósfera húmeda a 37°C y 5% C 0 2 durante al menos 1 
hora antes de la adición de los fármacos correspondientes. El contaje celular se realizó 
en una cámara de Neubauer para determinar ia concentración celuiar para cada 




3.10. Ensayos de co-cultivos con líneas celulares
Para realizar el cocultivo de células estromales con células de LLC, 
primeramente las células estromales se depositaron sobre pocilios previamente 
tapizados con 0.2% de gelatina en PBS IX  estéril durante 4 a 6 horas a 37°C. Pasado 
este tiempo, se añadió 15-20 ng/ml TNFa al cultivo de células estromales HS-27A. La 
estimulación con TNFa es un requerimiento previo para que las células FIS-27A 
expresen el ligando de integrinas VCAM-1.
La incubación de HS-27A estimuladas (25xl03células/pocillo) y de HS-5 (40xl03 
celulas/pocillo) se realizó durante toda la noche a 37°C con 5% C 0 2 para que ambas 
líneas celulares formen monocapas confluyentes, comprobándose en un microscopio 
de contraste de fases. Después de la incubación, se descongelaron las células de LLC 
(7-8xl06 células/ml) y se incubaron durante lh  a 37°C. Posteriormente las células de 
LLC (20 X 105 células/ pocilio) fueron añadidas a las monocapas de células estromales o 
fueron cultivadas en suspensión para la comparación. La incubación se realizó durante 
2h a 37°C para permitir la adhesión entre las células estromales y las células de LLC. A 
continuación, se cultivaron en ausencia de fármacos, con el vehículo (5pl DMSO) y con 
los fármacos: 1 pM de ATO, 5 pM de fludarabina y la combinación de ambos fármacos, 
durante 48h de incubación. Después se realizó la medición de la viabilidad celular de 
las células de LLC con Anexina V. Para ello, fueron recogidas mediante lavados con 
RPMI puro, con mucho cuidado para no despegar las células estromales del fondo del 
pocilio.
3.11. Determinación de la viabilidad celular/apoptosis por citometría de flujo
La determinación de la viabilidad celular en los cultivos celulares se llevó a cabo 
cuantificando los residuos de fosfatidilserina marcados con Anexina V con 
isotiocianato de fluoresceína (Anexina V-FITC; Inmunostep, Salamanca, Spain). Durante 
el proceso de apoptosis celular, estos fosfolípidos pasan de la capa interna 
(condiciones normales) a localizarse en la capa externa de la membrana plasmática, 
permitiendo la identificación de las células apoptóticas. La muerte celular además de 
producirse por apoptosis, también puede darse por necrosis celular. En este caso la
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cuantificación se realiza mediante el mareaje con yoduro de propidio (IP; Sigma- 
Aldrich). Durante este proceso la membrana plasmática se permeabiliza permitiendo la 
entrada del IP hasta el núcleo celular, que al ser un agente con fluorescencia permite 
marcar la degradación del ADN identificando a las células necroticas.
Para este análisis, fueron cultivados 2 x l0 5 linfocitos B en suspensión durante 24 
y 48 horas en 100 pl de RPMI 0.1% SBF con o sin los diferentes fármacos empleados. 
En las mismas condiciones, se cuantificó la respuesta celular de las células cultivadas 
en presencia de estroma. Los linfocitos B (2xl0 5) se lavaron en 300 pl de Tampón de 
unión a Anexina (Inmunostep, Salamanca, Spain) conteniendo 1 pl de Anexina V-FITC y 
1,5 pl de IP. La viabilidad celular se determinó usando un citómetro de flujo de cinco 
colores FC500 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA), tomándose como células 
viables aquellas células Anexina V-/IP-. La información obtenida fue posteriormente 
normalizada a 100 y analizada mediante el software CompuSyn (BioSoft, Cambridge, 
UK), que permite calcular el índice de combinación basado en el algoritmo de Chou y 
Talalay.
3.12. Análisis de proteínas mediante W estern blotting
10-12 X 106 células de LLC fueron cultivadas durante 48 horas con o sin 
fármacos individuales, con sus respectivas combinaciones y vehículo, para la obtención 
de los Usados celulares totales. Tras los diferentes tratamientos a los que fueron 
sometidas las células en cultivo, se determinó la viabilidad celular por mareaje con 
Anexina V-FITC y fueron lisadas añadiéndoles un tampón de lisis a 20 mM de Tris-HCI 
pH 7.5, NaCI 137mM, glicerol 10%, NP40 1%, NaF lm M , Na3V 0 4 lm M  suplementado 
con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche Diagnostics). Las muestras se 
incubaron durante 20 minutos a 4°C. Se centrifugaron los extractos a 13000 rpm, 
durante 10 minutos a 4°C, y finalmente se obtuvo el sobrenadante que contenía la 
fracción de los lisados celulares.
Se determinó la concentración proteica mediante métodos de cuantificación 
(BCA protein, Bio-Rad Laboratorios, Hercules, CA) en un espectrofotómetro Multiskan
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Bichromatic microplate reader (Labsystems) a 540 nm. Se emplearon geles de 
acrilamida del 10-12% dependiendo del tamaño de la proteína a eftudiar. 
Posteriormente, fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa o PVDF (Bo-Rad) 
en un tampón de transferencia a 120V durante 1 hora y 20 minutos. Después de la 
transferencia, las membranas fueron bloqueadas con TBS-Tween 0.1% (TBS-T) con 5% 
BSA (Albúmina de suero bovino, Roche Diagnostics) durante 1 hora en agtación. 
Posteriormente las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios (Tabla 12) 
correspondientes en TBS-T 0.1% con 5% BSA durante 16h a 4°C en agitación constante. 
Las diluciones y los tiempos de incubación se optimizaron para cada anticuerpo. 
Después se lavaron las membranas 3 veces por 5 minutos con TBS-T.
Tabla 12: Anticuerpos primarios y secuendarios empleados en el estudio.
Anticuerpo Casa comercial Referencia Especie reconocida
Anticuerpos primarios
Bax Santa Cruz Biotechnology sc-526 Conejo
Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology sc-509 Ratón
Bim BD Pharmigen 559685 Conejo
Mcl-1 Santa Cruz Biotechnology sc-819 Conejo
Vinculina Sigma-Aldrich V9131 Ratón
p-A kt (T308) Cell SignalingTechnology 2965S Conejo
p-ERK 1/2 (T202/Y204) Cell SignalingTechnology 9101S Conejo
Anticuerpos secundarios
Igsde conejo (HRP) Dako P0448 Conejo
Igsde ratón (HRP) Dako P0447 Ratón
Tras el lavado, se incubaron con los respectivos anticuerpos securdarios 
marcados con HRP, excitables con el kit de quimioluminiscencia ECL (Amesham) 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la detección de la primera 
proteína en una membrana, se procedió a la identificación de múltiples proteínas en la 
misma membrana. Para ello, la membrana se lavó con TBS-T durante 10 mirutos y 
después 3 lavados de 30 minutos incubándolo con un buffer compuesto de 1% de 
glicina pH 2.2, SDS 1%, NP-40 0.0005% a temperatura ambiente. A continuacón las 
membranas se lavaron con TBS-T con 5% BSA durante 1 hora, para su pcsterior 
incubación con los respectivos anticuerpos primarios y secundarios (Tabla de 
anticuerpos Tabla 13). La detección de las proteínas se realizó con el analizador de 
quimioluminiscencia LAS 3000 (Fujifilm Global Lifescience, Düsseldorf, Germary) y la
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cuantificación de las bandas proteicas se llevó a cabo usando el programa MultiGauge 
V3.0 (Fujifilm Global Lifescience, Düsseldorf, Germany). La vinculina fue usada como 
control interno para representar las cuantificaciones relativas de las proteínas del 
estudio.
3.13. Análisis estadístico
El test x2de Pearson empleado para el análisis de asociación entre las variables 
clínicas y/o moleculares, así como todos los análisis estadísticos de supervivencia de la 
tesis doctoral, fueron realizados usando el programa estadístico SPSS 15.0 (Chicago, IL) 
con un nivel de significancia de p<0.05.
3.13.1. Frecuencias alélicas y genotípicas
Para el análisis de los SNPs del gen VEGFA, primeramente se estimaron por 
conteo manual las frecuencias alélicas y genotípicas. Las frecuencias genotípicas se 
estimaron directamente calculando la proporción de individuos de cada genotipo. A 
partir de estas frecuencias, se calcularon las frecuencias alélicas de cada SNP, se 
duplicó la muestra y posteriormente se estimó la proporción de cada alelo. Para cada 
SNP de la población control y de pacientes, se determinó la frecuencia del alelo menos 
común o alelo menor (MAF).
3.13.2. Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE)
Se evaluó el ajuste de los datos de las MAF de cada SNP mediante al equilibrio 
de Flardy-Weinberg (HWE), aplicando una prueba x2con un grado de libertad y con un 
intervalo de confianza del 95% mediante el programa Haploview. El principio de este 
equilibrio determina qué frecuencias deben observarse en la población para cada 
genotipo en función de las frecuencias alélicas, indicando que una población 
permanece en equilibrio mientras no actúen determinados factores. Antes de realizar 
un análisis de asociación, es necesario comprobar si se cumple el principio HWE en la 
muestra de individuos control como representantes de la población general, cuando 
en el análisis se obtiene p<0.05. Una desviación de este equilibrio puede indicar que el
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método de análisis puede estar sesgado, favoreciéndose la detección de un genotipo 
frente a otro en la genotipificación.
3.13.3. Análisis del desequilibrio de ligamiento
El concepto de haplotipo se define como un conjunto de alelos de distintos loci 
que se localizan en un mismo gen y que se transmiten juntos por encontrarse en 
desequilibrio de ligamiento (LD). El análisis de los haplotipos y sus frecuercias para el 
gen VEGFA, se estimó en base a un algoritmo Bayesiano usando el prograna Phase. El 
análisis del desequilibrio de ligamiento (LD) se realizó mediante el software Haploview. 
El LD para los alelos de dos SNPs distintos se estimó desde los parámetros D' 
(coeficiente de desequilibrio de ligamiento normalizado), r2 (coeficiente de correlación) 
y LOD (algoritmo de la probabilidad relativa de que dos loci estén ligados para una 
determinada fracción de recombinación). El parámetro D' mide la asociación entre dos 
SNPs e informa como de aleatoria es su distribución y sus valores oscilan entre 0 y 1, 
reflejando D'= 0 una independencia completa entre dos SNPs y D'= 1, e ligamiento 
completo. El parámetro r2 oscila entre 0 y 1, siendo r2= l cuando dos alelos se 
encuentran en completo LD, y por último LOD, presenta valores entre 0 y 2, indicando 
un elevado LD cuando LOD > 2 y LOD < 2 cuando no hay LD.
3.13.4. Análisis de asociación entre variables
Se realizaron diferentes análisis de asociación genética, como e test x de 
3earson que se usó para evaluar diferencias significativas entre variables categorizadas, 
:omo las variables clínicas, biológicas y moleculares del estudio de mutaciones 
somáticas, o el análisis de las variables entre los grupos de controles y pacientes. Por 
atra parte, para analizar el nivel de significación estadística de los resultados obtenidos 
en los ensayos dosis-respuesta, el test t-student de dos tallos fue el parámetro 
seleccionado, dado el número de muestras del análisis.
El valor de la Odds ratio (OR) fue empleado para medir los riesgos relativos 
entre las frecuencias de los alelos, genotipos y haplotipos, así como de los modelos de 
lerenda dominante, recesiva y aditiva. La OR es la probabilidad de que un
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determinado evento ocurra frente a lo contrario y su objetivo consiste en cuantificar la 
magnitud de la asociación entre un posible factor de riesgo y una determinada 
enfermedad, con un intervalo de confianza del 95%. Si el valor del 0R<1, el factor se 
denomina protector y si 0R>1 el factor implica riesgo. En el caso del modelo 
dominante (homocigoto dominante + heterocigoto vs homocigoto recesivo), se asume 
que la copia de un alelo es suficiente para modificar el riesgo, en el modelo recesivo 
(homocigoto dominante vs heterocigoto + homocigoto recesivo) se asume que son 
necesarias dos copias para modificar el riesgo y en el modelo aditivo, cada copia 
modifica el riesgo en una cantidad aditiva.
3.13.5. Análisis de supervivencia
La supervivencia global (SG) se define como el intervalo de tiempo entre la 
fecha del diagnóstico y la muerte o último seguimiento del paciente. La supervivencia 
al primer tratamiento (SLT) se define como el intervalo de tiempo entre la fecha de 
diagnóstico y el primer tratamiento o la fecha del último seguimiento para los 
pacientes que no recibieron tratamiento. Los datos de supervivencia global que no 
fueron determinados a fecha del último seguimiento del paciente fueron censurados. 
La SG fue estimada mediante el método Kaplan-Meier y las distribuciones de las curvas 
de SG fueron evaluadas usando el test long-rank de Mantel. En el análisis de los 
polimorfismos la SG fue analizada considerando sólo las muertes como consecuencia 
de la LLC y en el análisis de las mutaciones somáticas, fueron evaluadas en paralelo 
tanto las muertes causadas por LLC como las que fueron debidas a otras causas.
Los análisis univariante y multivariante fueron realizados usando los modelos 
de regresión de Cox con el fin de evaluar el impacto pronóstico independiente de cada 
variable. En el caso del análisis univariante de las mutaciones del gen ATM  y la deleción 
l l q ,  fueron analizados 108 de los 118 pacientes del estudio. No fueron incluidos los 
pacientes que además presentaban deleción p53 (n=10). El efecto pronóstico de esta 
deleción al ser de elevado riesgo (asociada a una menor SG) pudo interferir en la 
evaluación de la supervivencia de los pacientes con inactivación bialélica del gen ATM. 
En el análisis multivariante del estudio de los polimorfismos, no se incluyó la variable
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de las alteraciones cromosómicas, por presentar colinealidad con otros factores 
pronósticos (deleción l l q  y deleción 17p corresponde a AATM y ATP53, 
respectivamente). Las variables CD38 y ZAP70 también fueron excluidas del análisis 
debido a la elevada tasa de valores perdidos.
3.13.6. índice de combinación
Para el análisis del efecto citotóxico de la combinación de fármacos, los datos 
se evaluaron mediante el índice de combinación (1C) basado en el algoritmo de Chou 
and Talay, empleando el programa CompuSyn (BioSoft, Cambridge, UK) Cuando el 
valor de IC<1 indica sinergismo en la combinación de fármacos, un IC=1 indica 
aditividad y un IC>1 muestra una interacción antagónica entre los fármacDS. Además, 
los datos se analizaron mediante el programa GraphPad InStat v3.06 (GraphPad 




En esta sección se exponen los resultados de la presente tesis doctoral 
divididos en tres estudios. En primer lugar se detallan los resultados obtenidos del 
estudio de los polimorfismos del gen VEGFA y su impacto en la supervivencia global de 
pacientes al diagnóstico con diferentes características moleculares. En segundo lugar 
se describen los resultados procedentes del análisis mutacional de genes implicados en 
la patogénesis de la LLC en pacientes con deleción l l q  (ATM, BIRC3, SF3B1 y NOTCH1) 
y su implicación en el pronóstico y progresión de la enfermedad. En tercer lugar, se 
describen los resultados obtenidos de la evaluación del efecto citotóxico de la 
combinación de determinados fármacos, para potenciar su eficacia en el tratamiento 
de pacientes con características moleculares adversas.
4.1. Análisis de la variabilidad genética del gen VEGFA en un estudio caso- 
control
4.1.1. Análisis de las características biológicas entre ambas cohortes
La cohorte de los 239 pacientes estuvo compuesta por 136 varones (56.0%) y 
103 mujeres (43.1%). Los pacientes presentaron una edad media de 68±12 años. Por 
otro lado, la muestra de 183 individuos sanos estuvo compuesta por 103 varones 
(56.3%) y 80 mujeres (43.7%), con un ratio de varones frente a mujeres de 1.29:1. No 
detectamos diferencias significativas entre el grupo de pacientes analizados y los 
individuos sanos en relación al género (p=0,89) ni a la edad (p=0.09).
4.1.1.2. Determinación de las variaciones de interés del gen VEGFA
Para evaluar si la variabilidad genética del gen VEGFA influye en el pronóstico 
de los pacientes con LLC realizamos una selección de determinados polimorfismos 
mediante una revisión bibliográfica de diferentes estudios. Los SNPs seleccionados 
fueron rs699947 (-1540C>A) y rs833061 (-460T>C) localizados en la región promotora, 
los SNPs rs2010963 (405C>G) y rs25648 (1032C>T) en la región 5'UTR y el SNP 
rs3025039 (1689C>T) en la región 3'UTR. Las respectivas posiciones polimórficas
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fueron determinadas en relación a la secuencia de referencia NM_001171630,1 
(Genbank) (Figura 8).
-2578 OA 








PROMOTOR 5'-UTR CDS CDS 3'- UTR
Start codon Stop codon 6P 12
Figura 9: Posición genómica de los polimorfismos seleccionados del gen VEGFA.
4.1.3. Determinación y distribución de las frecuencias alélicas y genotípicas
Para evaluar el potencial efecto de la variabilidad genética del gen VEGFA en el 
desarrollo de la LLC, primeramente se estimaron las frecuencias genotípicas. Estos 
resultados se obtuvieron a partir de los datos adquiridos mediante la genotipificación 
por PCR a tiempo real, en la serie de pacientes e individuos sanos procedentes de la 
misma área de análisis (Tabla 12).
Tabla 13: Distribución de las frecuencias genotípicas del gen VEGFA. Polimorfismos estudiados 
en el grupo de pacientes y el grupo control.
SNP Genotipo LLC (n) % Control (n) % X2 p-valor
rs699947 AA 50 20.9 30 16.4
CC 77 32.2 67 36.6 1.7 0.42
AC 112 46.9 86 47.00
rs833061 CC 50 20.9 30 16.4
TT 73 30.5 63 34.4 1.6 0.45
CT 116 48.5 90 49.2
rs2010963 GG 95 39.7 70 38.3
CC 26 10.9 29 15.8 2.28 0.32
GC 118 49.4 84 45.9
rs25648 CC 168 70.3 137 74.9
TT 2 0.8 5 2.7 4.2 0.12
CT 69 28.9 41 22.4
rs3025039 CC 178 74.5 146 79.8
TT 4 1.7 5 2.7 2.9 0.23
CT 57 23.8 32 17.5
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A partir de las frecuencias genotípicas se calcularon las frecuencias alélicas. Con 
estos resultados, analizamos las frecuencias del alelo menor (MAF) de cada variante, 
para la necesaria selección de variantes cuya distribución alélica sea informativa (>5%). 
Los resultados que obtuvimos mostraron valores de MAF superiores al 5% para cada 
SNP en ambas cohortes (Tabla 13).
Tabla 14: Frecuencias del alelo menor (MAF) del gen VEG FA. Análisis en pacientes con LLC y en 












rs 699947 C:A C: 0.55 A: 0.45 C: 0.60 A: 0.4 0.35
rs833061 T:C T: 0.54 C: 0.46 T: 0.59 C: 0.41 0.4
rs 2010963 G:C G: 0.65 C: 0.35 G: 0.61 C: 0.39 0.69
rs 25648 C:T C: 0.85 T: 0.15 C: 0.86 T: 0.14 0.36
rs3025039 C:T C: 0.87 T: 0.17 C: 0.88 T: 0.19 0.20
En la serie de individuos control, tres de los SNPs estudiados presentaron una 
elevada frecuencias alélica del alelo menor (rs699947, rs833061 y rs2010963), 
mientras que en los otros dos SNPs las frecuencias fueron mucho menores (rs25648 y 
rs3025039). A continuación, antes de realizar los estudios de asociación, evaluamos si 
los marcadores en la serie de estudio se encontraban en equilibrio HWE. 
Efectivamente, no se encontraron evidencias de una desviación. De esta manera, las 
proporciones de los genotipos para cada uno de los SNPs analizados se encontraban 
en equilibrio FIWE (p>0.05).
4.1.4. Análisis de desequilibrio de ligamiento
Para determinar si los alelos de los SNPs analizados se transmiten como 
haplotipos, analizamos el efecto del desequilibrio de ligamiento entre los 
polimorfismos rs699947, rs833061, rs2010963, rs25648 y rs3025039 mediante el 
programa Haploview. Con este programa, calculamos los valores de LD, r2 y LOD entre 
cada una de las variables (Tabla 14).
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L1 L2 D' LOD
1 2 0.98 164.26 0.938
1 3 0.95 53.41 0.387 Tabla 15: Valores de la medida de
1 4 0.98 30.16 0.232 asociación normalizada del desequilibrio de
1 5 0.006 0 0 ligamiento.
2 3 0.963 57.59 0.41 Valores de D', r2 y LOD que miden el LD de
2 4 1 31.9 0.233 cada variante mediante el programa
2 5 0.041 0.02 0 Haploview.
3 4 1 13.51 0.103
3 5 0.127 0.33 0.004
4 5 0.462 0.57 0.005
Comparándolos dos a dos, detectamos elevados LDs entre rs699947 y rs833061 (D'= 
0.98), rs833061 y rs2010963 (D'= 0.96), rs699947 y rs2010963 (D'= 0.95), y rs699947 
y rs25648 (D'= 0.98). Sin embargo, comparándo la variante rs3025039 con los otros 
polimorifismos rs699947 (D'= 0.1), rs833061 (D'= 0.4), rs2010963 (D = 0.12) y rs25648 
(D'= 0.46), obtuvimos una D'< 0,5 (Figura 9). Estos resultados indicaban un elevado LD 
entre 4 loci cercanos: rs699947, rs833061, rs2010963 y rs25648 (Tabla 14), lo que 
evidenciaba una segregación compartida entre ellos.
Figura 10: Gráfico del nivel de desequilibrio de 
ligamiento (LD) entre los polimorfismos del gen 
VEGFA  obtenido mediante el programa 
Haploview. Los números en los bloques 
representan el valor decimal de D1, que se 
muestra sólo cuando es inferior a l  y no se 
muestra cuando es 1. El código de color de los 
bloques representa valores de D'y LOD. Color 
rojo (D'<1, LOD >2) y blanco (D'= 1, LOD<2).
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4.1.5. Análisis de haplotipos
Con el fin de profundizar en el ligamiento detectado entre cuatro de las 
variantes polimórficas del gen VEGFA, realizamos un análisis haplotípico usando el 
programa PHASE, que permite la reconstrucción de haplotipos desde la información 
genotípica de las variantes. Con este herramienta, se estimaron los haplotipos 
individuales y sus respectivas frecuencias haplotípicas para el grupo de pacientes y 
controles. En un primer análisis, identificamos diez haplotipos entre ambas cohortes, 
correspondientes a los loci rs699947, rs833061, rs2010963 y rs25648 (Tabla 15). 
Cuatro de ellos presentaron una elevada frecuencia haplotípica, mientras que los 
haplotipos ATGC, CCGC, CTGT, CTCT, ACCC y ATCC presentaron frecuencias inferiores 
al 5%, por lo que no fueron tomados en cuenta para los posteriores análisis, ya que 









Haplotipos ATGC, CCGC, CTGT, CTCT, ACCC y 
ATCC con una frecuencia haplotípica <5%
Tabla 16: Distribución de las frecuencias 
haplotípicas.
Análisis 1: rs699947, rs833061, rs2010963 y 
rs25648. Análisis 2: rs699947, rs833061 y 
rs25648
ACG 0.39 0.41
2 CTC 0.38 0.36
CTG 0.21 0.21
Haplotipos CCG, ACC, ATG, ATC y CCC con 
una frecuencia haplotípica <3%
Para el análisis de la distribución de las frecuencias haplotípicas entre el grupo control 
y el grupo de pacientes, se empleó como referencia el haplotipo de mayor frecuencia 
de transmisión. No se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas entre 
ambas series. En base a los anteriores resultados, decidimos realizar un estudio en 
mayor profundidad, estudiando los haplotipos definidos por los loci rs699947, 
rs833061 y rs2010963. En este análisis identificamos siete haplotipos con frecuencias
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menores al 3% y tres grupos principales de haplotipos (Tabla 15). Las correspondientes 
frecuencias haplotípicas de la cohorte de individuos control y de pacientes fueron ACG 
(0,39 y 0,41), CTC (0,38 y 0,36) y CTG (0.21 y 0,21), respectivamente. Sin embargo, al 
analizar las frecuencias haplotípicas definidas por estas tres variantes polimórficas, 
tampoco detectamos diferencias significativas entre los pacientes con LLC y los 
individuos control.
4.1.6. Estudios de asociación entre los polimorfismos genéticos y las variables clínicas 
y moleculares
Seguidamente, analizamos si había alguna asociación entre los genotipos de 
ambas cohortes para cada uno de los SNPs del estudio (Tabla 16). En el estudio de 
asociación, se consideró cada polimorfismo como una variable categórica con 
diferentes genotipos posibles.
Tabla 17: Análisis de asociación en la distribución de las frecuencias alélicas y genotípicas en el 
grupo de pacientes y control.
SNP Genotipo
Control LLC Control vs.
OR (IC 95) p-valor
n % n % LLC
rs699947 AA 30 16.4 50 20.9
CC 67 36.6 77 32.2 AAvsCC 0.69 0.39 a 1.20 0.19
AC 86 47,00 112 46.9 AAvsAC 0.78 0.45a 1.32 0.36
CX (CC+AC) 153 83.6 189 79.1 AAvsCX 0.30 0.18 a 0.51 0.62
AX (AA+AC) 116 63.4 162 67.8 CCvsAX 1.21 0.81 a 1.82 0.34
rs833061 CC 30 16.4 50 20.9
TT 63 34.4 73 30.5 CCvsTT 0.69 0.40 a 1.20 0.21
CT 90 79.2 116 48.5 CCvsCT 0.77 0.45 a 1.31 0.34
TX (TT+CT) 153 83.6 166 69.5 CCvsTX 0.65 0.43 a 1.10 0.09
CX (CC+CT) 120 65.6 189 79.1 TTvsCX 0.94 0.56 a 1.62 0.82
rs2010963 GG 70 38.3 95 39.7
CC 29 15.8 26 10.9 GGvsCC 0.66 0.36 a 1.22 0.18
GC 84 45.9 118 49.4 GGvsGC 1.03 0.68 a 1.57 0.87
CX (CC+GC) 113 61.7 144 60.3 GGvsCX 0.93 0.63 a 1.39 0.75
GX (GG+GC) 154 84.2 213 89.1 CCvsGX 1.02 0.70 a 1.47 0.92
rs25648 CC 137 74.9 168 70.3
TT 5 2.7 2 0.8 CCvsTT 0.33 0.06 a 1.71 0.18
CT 41 22.4 69 28.9 CCvsCT 1.37 0.88 a 2.15 0.16
TX (TT+CT) 46 25.1 71 29.7 CCvsTX 1.26 0.81 a 1.94 0.30
CX(CC+CT) 178 97.3 237 99.2 TTvsCX 3.32 0.64 a 17.35 0.15
rs3025039 CC 146 79.78 178 74.5
TT 5 2.7 4 1.7 CCvsTT 1.46 0.17 a 2.48 0.53
CT 32 17.5 57 23.8 CCvsCT 1.4 0.89 a 2.37 0.12
TX (TT+CT) 37 20.2 61 25.5 CCvsTX 1.35 0.85 a 2.14 0.20
CX (CC+CT) 151 82.5 221 92.5 TTvsCX 1.82 0.48 a 6.92 0.37
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Primeramente, se consideró como categoría de referencia el grupo de 
individuos homocigotos para el alelo más frecuente. Posteriormente, debido a que el 
posible riesgo asociado para el genotipo de cada SNP también dependerá del número 
de copias de los alelos, estudiaremos tres modelos principales de herencia posibles: el 
modelo aditivo, dominante y recesivo. El grado de asociación se calculó mediante el 
valor de Odds ratios (OR) de cada genotipo respecto a la referencia. Como se detalla 
en la Tabla 20, no detectamos ninguna diferencia significativa entre ambas cohortes en 
el análisis.
En conjunto, en esta primera fase del estudio, todos los resultados obtenidos 
nos indicaban que en el análisis de los polimorfismos seleccionados del gen VEGFA, no 
detectábamos diferencias en las distribuciones alélicas, genotípicas y haplotípicas 
entre el grupo de pacientes y el grupo control. Por otra parte, para evaluar si existía 
alguna asociación con las diferentes variables clínicas y moleculares de los pacientes 
de LLC, estudiamos el tipo de interacción entre las mencionadas variables y los 
genotipos de cada uno de los SNPs, la distribución de los haplotipos formados por los 
loci rs699947/rs833061/rs2010963/rs25648 y rs699947/rs833061/rs2010963. Al igual 
que en los resultados anteriores, no detectamos diferencias significativas con respecto 
a los genotipos ni a los haplotipos ACGC, ACGT, CTCC y CTGC (información no 
mostrada). Sin embargo, a diferencia de los haplotipos CTC y CTG, detectamos que la 
distribución del haplotipo ACG en homocigosis (ACG+/+), presentaba una frecuencia 
incrementada en los pacientes con IgVH-UM respecto a los pacientes con el estado 
IgVH-M. Estos resultados fueron estudiados en mayor profundidad, siendo expuestos 
en el Artículo I de la presente sección de resultados.
4.2. Análisis de las alteraciones moleculares de los genes ATM, BIRC3, SF3B1 y 
NOTCH1 en la supervivencia de pacientes con deletion l l q
4.2.1. Determinación y distribución de las alteraciones moleculares
Para analizar el impacto de las mutaciones de los genes ATM y BIRC3, 
realizarnos un cribado de las variantes moleculares mediante la técnica HRM, en 
muestras provenientes de 139 pacientes diagnosticados de LLC. Para el análisis del gen 
ATM, se amplificaron 62 regiones exónicas codificantes (exones del 2 al 63), que al no
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presentar regiones con una mayor frecuencia de mutaciones, el cribado de las 
variantes fue realizado en toda la secuencia codificante. Sin embargo, para el gen 
BIRC3 sólo se analizaron las regiones con una alta frecuencia mutacional o hotspots, 
que corresponden a 4 regiones exónicas (exones 6 al 9).
El procesamiento de los resultados mediante HRM nos permitió detectar que 
157 muestras de pacientes con LLC, presentaron diferencias en su patrón de curvas de 
melting respecto al ADN wild type, durante la amplificación de los exones del gen ATM 
y BIRC3. Esto sugería que, potencialmente, dichas muestras podrían presentar una 
variación en sus secuencias génicas. De estas 157 muestras, 140 y 17 proveniar de la 
amplificación de regiones exónicas del gen ATM y BIRC3, respectivamente. Para la 
verificación de estos resultados, realizamos la secuenciación de todas estas muestras. 
En el caso del gen ATM, confirmamos que 122 (87.1%) de las 140 muestras 
efectivamente presentaban una variante en sus secuencias de ADN, al igual que en 13 
(86.7%) de las 15 muestras analizadas para el gen BIRC3. Por otro lado, 20 (12.9%) de 
las 155 muestras que habían sido detectadas como variantes por HRM, no fueron 
detectadas por secuenciación. Probablemente, estos resultados se obtienen como 
consecuencia de una mayor sensibilidad de detección de la técnica HRM.
166 1960 2566 2712 2962 3024 3056 
FATC
3056 aa
Figura 11: Representación esquemática de la proteína ATM y distribución de las mutacioies 
descritas en función de los dominios funcionales.
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4.2.2. Análisis de patogenicidad de las variantes detectadas en los genes ATM y 
BIRC3
Para identificar el tipo de variación molecular que detectamos y confirmamos 
por secuenciación, las variantes fueron analizadas manualmente mediante diferentes 
bases de datos como Human dbSNPS Database del NCBI, Ensembl Database, The 
Human Gene Mutation Database (HGMD), Catalogue of somatic mutations in cancer 
(COSMIC) (Tabla 17). De forma paralela, las variantes moleculares fueron analizadas 
mediante un método de predicción de patogenicidad denominado PolyPhen-2, que 
predice si el cambio del aminoácido puede alterar sitios críticos en la función protéica. 
Por otra parte, para las variantes detectadas en las regiones intrónicas adyacentes a 
los exones, empleamos el programa Human Splicing Finder (HSF) que permite evaluar 
si la variante puede alterar regiones de splicing.
Las variantes también fueron contrastadas con datos de publicaciones recientes 
para comprobar si ya habían sido descritas previamente en neoplasias hematológicas u 
otros tipos de cáncer como mutaciones somáticas o germinales. Además, se analizaron 
los valores de MAF de cada variante, para diferenciar los polimorfismos comunes 
(MAF>0.01) o variantes poco frecuentes (MAF <0.01) de las mutaciones patogénicas.
En el caso del gen ATM, entre las variantes detectadas en las regiones exónicas, 
7 fueron de tipo silente y 5 de tipo no sinónimo o missense (Tabla 18). En primer lugar 
analizamos las variantes missense que no han sido descritas como mutaciones. De las 5 
variantes, 3 presentaron MAF<0.01, sin embargo, no se han descrito en asociación con 
ningún tipo de cáncer y por Polyphen el cambio es de tipo benigno. Por tanto, las 
hemos clasificado como polimorfismos genéticos. En las dos variantes restantes, 
rs2234997 y rsl801516, presentaban MAF>0.01. Por otro lado, de las 8 variantes 
intrónicas identificadas, 5 presentaron MAF<0.01 y una variante no había sido descrita 
previamente. Sin embargo todas fueron localizadas fuera de las regiones de splicing de 
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Tabla 19: Polimorfismos detectados mediante HRM y validados por secuenciación, 






NT: 6008, 2143, 97, 6393, 9422; 





rs3092840 7115 1 c.3729-34A>G G=0.004
No descrito
NT: 2301, 9501, 3739, 
T: 508
4 c.4109+14A>G
rs3092828 7950 1 c.5497-15G>C C=0.002
rs3092829
5462,11305, 9810, 9635, 8417, 9422, 
14012, 5368, 9635,14873
10 c.5497-8T>C C=0.013
rs3218686 14443 1 c.5762+27G>A A=0.001
rs 17107917




NT: 4731, 4232, 4891, 14033, 5304, 9810, 5462, 
10257, 6842, 6137, 8885,13577, 9635,11763, 
9628, 14301, 11305,14328,13526,13083, 61
24 c.8850+60A>G A=0.37
T: 3393, 3945, 14119
Abreviaciones: NT, no tratado; T, tratado.
Las variables que clasificamos como patogénicas para el gen ATM, se describen 
en la Tabla suplementaria II (Artículo II). En relación al análisis del gen ATM, 
clasificamos como mutaciones a 15 variantes en 14/118(11.8%) pacientes recién 
diagnosticados y 4 en 4/27 (14.8%) pacientes previamente tratados. En el caso de los 
pacientes al diagnóstico, 5 variantes no habían sido descritas previamente y 4 de ellas 
las identificamos como mutaciones de origen somático. La variante restante (p.F2732L) 
fue considerada patogénica al ser detectada sólo en un paciente y presentar un daño 
potencial en el dominio catalítico de la proteína ATM (PIKKc) mediante Polyphen. Las 
otras variantes fueron descritas como mutaciones en diferentes tipos de cáncer en 
otras publicaciones. Concretamente, p.R981C detectada en cáncer de ovario y mama 
(HBOC) [366], P.F1463C (no detectada en 140 individuos sanos) [367] y p.A2466V 
detectadas en cáncer de mama [368], p.T2396S en leucemia pro-linfocítica de células T 
(T-PLL) [369], P.L2427R en Ataxia-telangiectasia (AT) [370], p.R3008H en LLC [371] fue 
detectada como somática en la muestra y finalmente p.R3047* en linfoma de células 
del manto (MCL) [372].
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En cuanto al gen BIRC3, detectamos 5 muestras de pacienbs con variantes 
polimórficas (Tabla 19) De ellas, tres se detectaron en regiones exornas y una de ellas 
no había sido descrita previamente. Sin embargo, todas fueron descritas como 
benignas en la predicción de Polyphen. Sólo detectamos una variarte en la región 
intrónica, no descrita con anterioridad pero sin ningún efecto en la zona de splicing 
según la predicción de Human Splicing Finder.







MAF , POlVPhe" ,
0 proteína ARNn (Predicción)
E6 rsl2222256 9624 1 c.H56G>A Missesnse GTG-MTG p.Val386Met 1391 A=0.0028 Benigno
E6 rsl7881197 7387 1 c,1202G>A Missesnse AGA->AAA p.Arg404Lys 1437 A=0.004 Benigno
3739







No descrito 618 1 c.*6 A>T Sin dato
Las variantes del gen BIRC3 descritas como patogénicas se descrben en la Tabla 
suplementaria II (Artículo II). Se detectaron 5 variantes en 7/1185.9%) pacientes 
recién diagnosticados. No se detectaron mutaciones de BIRC3 en patentes tratados. 
Tres variantes no se habían descrito con anterioridad en ningún estudo. Una de ellas, 
P-L500 IVS7 -1 G-C fue una variante intrónica que según la predidón de Human 
Splicing Finder podría alterar regiones de splicing críticas en la furdonalidad de la 
proteína. La variante p.R428fs*19 fue descrita en LLC [72] y p.C560S ei MCL [373].
4.3. Estudio del efecto citotóxico de combinaciones de lírmacos y su 
correlación con alteraciones moleculares de pronóstico adverso
4.3.1. Análisis del efecto de la combinación de ATO y Forodesim con dGuO en 
pacientes al diagnóstico y en progresión
4.3.1.1. Análisis de la citotoxicidad de los fármacos individuales ATO ' Forodesina
Con el fin de evaluar el efecto citotóxico de ATO en ombinación con 
Forodesina, primeramente establecimos la concentración óptina de trabajo, 
analizando el efecto de los fármacos individuales a diferentes coicentraciones y 
tiempos de cultivo. La viabilidad celular de las muestras se cuantificarci por citometría
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de flujo mediante el mareaje con Anexina V-FITC/IP y para el análisis fueron 
normalizandos todos los resultados obtenidos a 100. En el análisis de Forodesina con 
dGuO, se cultivaron 2xl0 5 células de LLC provenientes de pacientes al diagnóstico 
(n=3) y con tratamiento previo (n=3) durante 24 y 48 horas, a una concentración 
constante de Forodesina 2 pM con concentraciones crecientes de dGuO a 10, 20 y 30 
pM. La viabilidad constitutiva media fue del 88% en las muestras de pacientes al 
diagnóstico y del 86 % en pacientes con tratamiento previo. A 48 horas, detectamos un 
mayor efecto citotóxico en el cultivo celular proveniente de las muestras de los 
pacientes recién diagnosticados, con una disminución de la viabilidad celular a un 78%, 
62% y 63% (SD: 8.5, 2.3 y 2.9), correspondientes a las concentraciones de dGuO 
anteriormente mencionadas. Finalmente, la concentración de Forodesina que 
seleccionamos para experimentos posteriores fue de 2 pM con dGuO 20 pM, al tener 
un mejor efecto citotóxico (38% de apoptosis) en la viabilidad celular con respecto a 
dGuO 10 pM (22% de apoptosis) y un efecto similar al obtenido con 30 pM de dGuO. 
En cuanto a ATO, cultivamos 2xl05 células de LLC provenientes de ambas cohortes de 
estudio, en concentraciones crecientes de ATO a 0.5, 1 y 2 pM a 24 y 48 horas de 
cultivo. La viabilidad constitutiva media fue del 89%, para las muestras celulares de los 
pacientes recien diagnosticados (n=6) y del 87% para los pacientes en progresión 
(n=6). Como se muestra en la Figura 9 A y B, a 24 horas de cultivo la viabilidad celular 
disminuye de forma dosis dependiente pero reducida, para ATO 0.5 pM (8.4% y 6.1% 
de apoptosis), 1 pM (16.3% y 14.6%) y 2 pM (34.6% y 23.2%), en los pacientes recién 
diagnosticados y en progresión, respectivamente.
A B
ATO 24h
■ LLC al diagnóstico
120 i (n=6)
Ctl. 0.5 1 2
ATO (pM)
ATO 48h




ATO (|jM) ATO (pM)
Figura 12: Efecto apoptótico inducido por concentraciones crecientes de ATO en células de LLC 
durante 24 y 48 horas. Ay C, Muestras de pacientes al diagnóstico sin tratamiento; By D, 
muestras de pacientes que han recibido tratamiento previo al análisis. Se muestran los % de 
viabilidad celular determinados por citometría de flujo usando el mareaje de Anexina V-FITC/IP. 
Los datos obtenidos fueron comparados con el control (Ctl), células de pacientes cultivadas 
sólo con medio. Todos los datos están normalizados a 100. *, p<0.05, **, p<0.01, ***p<0.001.
Por otro lado, a! aumentar el tiempo de cultivo a 48 horas (Figura XX A, B), obtuvimos 
un mayor efecto apoptótico con las dosis de ATO a 1 pM (24% y 21%) y a 2 pM (46.6% 
y 47.8%), en las células de los pacientes al diagnóstico (n=9) y en os pacientes en 
progresión (n=9), con una viabilidad constitutiva promedio para ambas cohortes del 
85% y del 86%, respectivamente.
4.3.1.2. Efecto citotóxico de ATO en combinación con Forodesina
Para determinar posibles efectos sinérgicos entre la interacción de ATO con 
Forodesina, realizamos combinaciones de concentraciones crecientes de ATO (0.5, 1 y 
2pM) con una concentración constante de Forodesina 2 pM y dGuO 20 pM, que 
anteriormente determinamos. Como era de esperar al observar un menor efecto 
citotóxico de ATO y Forodesina de forma individual a 24 horas de cultivo, no 
detectamos diferencias estadísticamente significativas en la combinación de ambos 
fármacos en las células de los pacientes al diagnóstico, y sólo detectamos un mayor 
efecto apoptótico en la combinación de ATO 0.5 pM y Forodesina, con una 
disminución de la viabilidad celular a un 81% frente a un 93% y 88% de sus respectivos 




LLC al diagnóstico 24h (n=6)
ATO (pM)
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LLC al diagnóstico 48h (n=9)
ATO (pM)
D
LLC con tratamieinto previo 48h (n=9)
ATO (pM)
Figura 13: Incremento citotóxico por la combinación de Forodesina (Foro) y ATO a 24 horas de 
cultivo de células de LLC. A y B, Muestras de pacientes al diagnóstico y con tratamiento previo, 
respectivamente. Las células fueron incubadas con medio (Ctl, control), vehículo (Veh) y 
tratadas con ATO en concentraciones crecientes, Forodesina 2 pM con 20 pM de dGuO y con la 
combinación de ambos fármacos (Foro y ATO). Los datos fueron normalizados a 100. *, p<0.05.
Sin embargo, a las 48 horas de cultivo observamos un mayor efecto apoptótico para las 
combinaciones con ATO 0.5 y 1 pM, en ambas cohortes. En la viabilidad celular de los 
cultivos celulares incubados con Forodesina, no detectamios diferencias entre los 
pacientes al diagnóstico (76.8%) y los pacientes en progresión (80.5%). En el caso de 
ATO, el decrecimiento de la viabilidad celular, siguió una respuesta dosis dependiente 
en los pacientes al diagnóstico (ATO: 0.5, 1 y 2 pM: 95.1%, 76.2% y 53.4%) y en los 
pacientes en progresión (94.8%, 80%, 52.2%), sin diferencias significativas entre ambas 
cohortes (p=0.97). Sin embargo, en la combinación de Forodesina 2 pM/dGuO 20 pM 
con ATO, la viabilidad celular disminuyó de forma moderada pero significativa, en las
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combinaciones con ATO 1 y 2 pM para los cultivos celulares de los pacientes al 
diagnóstico (80.6%, 64.3% y 42%) y de los pacientes con tratamiento previo (76%, 69% 
y 45%) (Figura 11, C,D). De esta manera, seleccionamos el tiempo de cultivo celular de 
48 horas para los análisis posteriores. Aunque detectamos un ligero incremento de la 
apoptosis en la combinación de Forodesina y ATO en comparación a los fármacos 
individuales, es necesario estudiar en mayor profundidad este tipo de interacción para 
determinar si la respuesta observada corresponde a un patrón de sinergia o aditividad.
4.3.1.3. Determinación del índice de combinación en ia interacción de los fármacos
Para analizar la interacción entre Forodesina y ATO, calculamos el índice de 
combinación mediante el programa Compusyn, para los ensayos de viabilidad celular a 
48 horas de cultivo en ambas cohortes. Como se observa en la Figura 11 A y B, las 
combinaciones de ATO y Forodesina para todas las dosis estudiadas, presentaron 
indices de combinación que indicaban interacciones aditivas. Estos resultados 
muestran que la combinación de ambos fármacos en las dosis que hemos estudiado, 
muestran una actividad que en conjunto es similar a la suma de sus actividades por 
separado, sin embargo la respuesta conjunta no fue superior, por lo que no 
detectamos que la combinación sea sinérgica.
A B
LLC al diagnóstico (n=9) LLC con tratamiento previo (n=9)
A y B, Muestras de pacientes recién diagnosticados y con tratamiento previo, respectivamente. 
Indices de combinación en respuesta al efecto citotóxico de la combinación de Foro con dGuO 
y ATO, en cultivos de células de pacientes con LLC. Datos calculados mediante el programa 
Calcusyn.
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Figura 14: Representación gráfica de los índices de combinación a 48 horas de cultivo.
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Resultados
4.3.2. Correlación de las alteraciones moleculares de pronóstico adverso con la 
respuesta al efecto citotóxico de forodesina y fludarabina en combinación con ATO
Para estudiar si el efecto citotóxico inducido por las combinaciones de fármacos se 
asocia con características moleculares de los pacientes, analizamos los datos obtenidos 
de viabilidad celular, para identificar si hay pacientes con respuestas menos eficientes 
al tratamiento in vitro. El análisis lo realizamos evaluando la disminución de la 
viabilidad celular en respuesta a los fármacos, en el tratamiento con ATO y Forodesina 
de forma individual, así como en su combinación. Entre los pacientes de cada cohorte, 
no detectamos diferencias significativas que permitan la identificación de respuestas 
menos eficientes frente a los fármacos.
Esto parece indicar que las diferentes alteraciones moleculares entre los pacientes con 
y sin tratamiento previo, no cambian la eficacia frente a los fármacos, ni modifican la 
interacción aditiva entre Forodesina y ATO. Por otro lado, en los resultados 
presentados en el Artículo III de la tesis, donde analizamos la interacción sinérgica 
entre ATO y fludarabina, si observamos una menor eficiencia en cuanto a la respuesta 
frente a fludarabina para ambas cohortes de estudio. De esta manera, agrupamos las 
características moleculares adversas en función del tipo respuesta al tratamiento con 













































































Artículo I: Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGFA) Gene Polymorphisms Have 
an Impact on Survival in a Subgroup of Indolent Patients with Chronic Lymphocytic 
Leukemia.
El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFA) es un factor proangiogénico con 
múltiples funciones en la formación tumoral, implicado en la patogénesis de varios 
desórdenes hematológicos, incluida la LLC. En este artículo se investiga el impacto 
pronóstico de cinco variantes polimórficas del gen VEGFA: rs699947 (-1540 C>A), 
rs833061 (-460T>C), rs2010963 (405C>G), rs25648 (1032C>T) y rs3025039 (1689C>T) 
en 239 pacientes con LLC al diagnóstico.
El análisis de las frecuencias haplotípicas identificó al haplotipo ACG en homocigosis 
(genotipo ACG+/+) conformado por las variantes rs699947/rs833061/rs2010963, 
asociado a una menor supervivencia en pacientes de LLC, respecto a otros genotipos 
(ACG+/+ vs otros genotipos: HR = 2.3, p = 0.002). En el análisis multivariante, el 
genotipo ACG+/+ fue identificado como un nuevo factor pronóstico independiente (HR:
2.1, p=0.05). Además, subdividió a los pacientes de LLC con parámetros indolentes en 
subgrupos con diferente pronóstico. Concretamente, pacientes con genes IgVH-M, con 
una genética de bajo riesgo (trisomia 12, cariotipo normal) o muy bajo riesgo (deleción 
13q de forma aislada), en estadios clínicos iniciales, expresión negativa de CD38 y con 
una edad al diagnóstico inferior a 65 años, presentaron una disminución de la SG 
asociada a la presencia del genotipo ACG+/+.
En conclusion, el genotipo ACG+/+confiere un efecto adverso en la supervivencia de 
pacientes con LLC de características indolentes. Estos resultados apoyan el uso 
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Abstract
Vascular endothelial growth factor (VEGF)-mediated angiogenesis contributes to the pathogenesis of B-cell chronic 
lymphocytic leukaemia (CLL). We investigated the impact of VEGFA gene diversity on the clinical outcome of patients with 
this disease. A VEGFA haplotype conformed by positions rs699947 ( -1 5 4 0 0 A), rs833061 (-460T>C) and rs2010963 ( 4 0 5 0  
G) and two additional single-nucleotide polymorphisms (SNPs), rs3025039 (936C>7) and rs25648 (1032O T), were analysed 
in 239 patients at the time of their CLL diagnosis. Here, we showed that homozygosity for rs699947/rs833061/rs2010963 
ACG haplotype (ACG+/* genotype) correlated with a reduced survival in CLL patients (ACG+y+ vs other genotypes: HR= 23, 
p =0.002; recessive model). In multivariate analysis, the ACG+/+ genotype was identified as a novel independent prognostic 
factor (HR=2.1, p = 0.005). Moreover, ACG homozygosity subdivided patients with CLL with otherwise indolent parameters 
into prognostic subgroups with different outcomes. Specifically, patients carrying the A C G g e n o t y p e  with mutated lg V „  
very low and low-risk cytogenetics, initial clinical stage, CD38 negative status or early age at diagnosis showed a shorter 
survival (ACG+>4' vs other genotypes: HR =  3.5, p=0.035; HR =  3.4, p =  0.001; HR=2.2, p=0.035; HR = 3.4, p = 0.0001 and 
HR=3.1, p =0.009, respectively). In conclusion, VEGFA ACG+a" genotype confers an adverse effect in overall survival in CLL 
patients with an indolent course of the disease. These observations support the biological and prognostic implications of 
VEGFA genetics in CLL.
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Introduction
A significant variability in the clinical course of B-cell chronic 
lymphocytic leukemia (CLL) exists as a result of multiple different 
pathogenic mechanisms. B cell receptor repertoire skewing and 
stereotypy and differences in the mutational status of the Ig VH gene 
demonstrate an antigen-driven process. Multiple genetic lesions 
associated with CLL {dell3ql4, trisomy 12, TP53 deletion, A TM  
deletion, NOTCH 1 and SF3B1 mutations and others) contribute to 
the initiation and progression of this leukemia. Recently, there has
PLOS ONE I www.plosone.ong 1
been a growing interest in determining the impact of microenvi­
ronmental interactions, such as angiogenesis, in the pathogenesis 
and progression o f CLL.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a pro-angiogenic 
factor with multiple roles in tumour formation that is involved in 
the pathophysiology of many hematologic disorders, including 
C IJ„  Several reports have shown an enhanced microvessel density 
in the bone marrow and lymph nodes in patients with CLL, as a 
result o f a VEGF-dependent angiogenesis associated with an 
advanced stage of disease f 1-3]. Furthermore, it has aLso been





VEGFA Polymorphisms in CLL
reported that the resistance to apoptosis of leukemic cells in GLL is 
mediated by VEGF-de pendent autocrine and paracrine mecha­
nisms of cell survival [4—7]. In addition to the angiogenic and 
antiapoptotic effects on GLL cells, VEGF regulates GLL cell 
motility 18,91 and the microenvironment-tumor interactions 
[ 10,11].
Considerable variation in VEGF expression exists among 
individuals. However, elevated VEGF levels in the serum or 
plasma of GLL patients positively correlate with disease progres­
sion [12] and such patients are more likely to progress rapidly to a  
more advanced stage of disease [13]. In addition, high levels of 
expression of one o f its receptors, VEGFR2, correlate with 
shortened survival [14].
VEGFA is a gene comprised of eight coding exons and several 
alternative spliced forms that maps to chromosome region 6pl.2. 
Genetic polymorphisms have been identified outside of the coding 
region in the 5 ' and 3' flanking regions, and these polymorphisms 
seem to have an influence on gene expression. SNPs rs699947 {— 
1540C>A) and rs833061 {—460T>C) reside in the promoter 
region, rs2010963 (4 0 5 O G ) and rs25648 (1 0 3 2 O T ) in the 
5 'U T R  and rs3025029 (1 6 8 9 0 T )  in the 3'UTR. These 
polymorphisms have been associated with a variation in the levels 
o f VEGF protein [15-18] and predisposition to cancer develop­
ment and progression [19—23].
Given the reported association o f  VEGF levels with certain 
clinical conditions in this leukemia, the present study evaluated 
whether an association exists between VEGFA genetic variability 
and its predictive value in determining the prognosis of CLL.
Materials and Methods
Study population
Two hundred and thirty-nine consecutive patients with newly 
diagnosed CLL from four HospitaLs belonging to Grupo GLIMCE 
in Spain (Hospital Puerta de Hierro Majadahonda, Hospital de 
Getafe, Hospital Severo Ochoa [Madrid, Spain] and Hospital 
General [Valencia, Spain]) were enrolled in this retrospective 
study. Also, 183 age and gender-matched control individuals from 
the Blood Bank Department o f Hospital Puerta de Hierro were 
analysed in order to evaluate the characteristic distribution of 
VEGFA single nucleotide polymorphisms (SNPs) in Spanish 
population from the same area. The diagnosis of CLL was based 
upon standard morphologic and immunophenotypic criteria. 
Written informed consent was given by participants for their 
clinical records to be used in this study. This project was approved 
by the Ethics Committee of Hospital Puerta de Hierro (Comité 
Ético de Investigación Clínica Hospital Puerta de Hierro 
Majadahonda). Progression of disease was defined according to 
NCI-Guidelines criteria [24].
The patient characteristics are summarised in 'Fable 1. Genetic 
abnormalities were detected by conventional cytogenetics and 
FISH analysis and stratified as follows: very low-risk (deletion 13q), 
low-risk (trisomy 12and normal karyotype) and intermediate-risk 
(deletion 1 lq) and high-risk {TP53 deletion) [25]. The mutational 
status of the IgV» gene was analysed and classified according to 
ERIC recommendations [26]. CD38 and ZAP-70 expression was 
determined by flow cytometry.
Genotyping of VEGFA polymorphisms
DMA was extracted from peripheral blood cells using either 
DNAzol (MRC, Cincinnati, OH) or a Maxwell 16 Blood DNA 
purification kit (Promega Corp. Madison, GA). VEGFA rs699947 
(-1540O A ), rs833061 (-460T>C), rs2010963 (4 0 5 O G ), 
rs256+8 (1032C>T) and rs3025039 (1689C>T) genotyping was
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performed using TacjMan MGB probes (Appled Biosystems, 
Foster City, CA). All reactions were performed ii a 10 pL PCR 
reaction with 20 ng o f genomic DNA. Allelic discrimination was 
determined using 7500 Real l  ime PCR (Applied liosystems). To 
validate the genotyping method and haplotype estination, selected 
informative samples were analysed by DNA sequencing in a 
3130x1 Genetic Analyzer Sequencer (Applied Biisystems). Poly­
morphic positions were named relative to the reference sequence 
[Genbank: NM_001171630,1].
Statistical Analysis
Individual haplotypes and their frequencies vere estimated 
based upon a Bayesian algorithm using the liase program 
(available a t http://www.stat.washington.edU/:tephens/phase. 
html[27]). Linkage disequilibrium (LD) analysis .vas performed 
using Haploview software. Pearson’s %2 test was used to evaluate 
differences in the distribution of VEGFA SNPs allies, haplotypes 
or genotypes between subgroups of patients based ipon clinical or 
laboratory parameters.
Odds Ratio (OR) values (95% confidence iiterval) for the 
relative risks were calculated for alleles, genotypes md haplotypes. 
Additive, dominant (major homozygous plus heterozygous vs 
minor homozygous) and recessive (major homozygous vs hetero­
zygous plus minor homozygous) models were ajplied to detect 
associations between genotypes and the clinical and molecular 
variables.
OS (overall survival) was defined as the interval between the 
date o f diagnosis and the time o f death due to CLL The OS times 
o f patients alive at last follow-up or lost to bllow-up were 
censored. The association between the cumulative probability of 
OS among genotypes or haplotypes was calculatd according to 
the Kaplan-Meier method, while significant diffeences between 
survival curves were evaluated with Mantel’s logrank test. Ten 
variables were screened by univariate analysis. Because some 
chromosomal aberrations resemble other molecilar prognostic 
factors included as covariates (deletion 1 lq ant deletion 17p 
corresponds to A4 TM  and À TP.53, respectively), hese were not 
included in the multivariate Cox model. CD38 anl ZAP-70 were 
also excluded due to their elevated rate o f missing values. AU other 
variables were included in the adjusted analysis to verify their 
independent prognostic value. Statistical data analyses were 
performed using the Statistical Package for the iocial Sciences 
(SPSS) software (SPSS 15, Chicago, IL, USA).
Results
Characteristics of VEGFA polymorphisms in the patient 
cohort
We analysed the genotypes of five SNPs o f thi VEGFA gene, 
rs699947 ( - 1 5 4 0 0 A), rs833061 (-460T>C ) rs200963 ( 4 0 5 0  
G), rs3025039 (9 3 6 0 T )  and rs25648 (1 0 3 2 O T ) on the basis of 
their previous description as genetic markers in oth<r cancers and / 
or their potential effect on gene expression.
The cohort was comprised of 239 CLL patients wth a  mean age 
of 68±12 years and a male:female ratio of 1.32:. Minor allele 
frequencies of VEGFA polymorphisms in our CLL:ohort were >  
5% and are summarized in 'Fable 2. We investigaed the linkage 
disequilibrium (LD) of the VEGFA polymorphism in our study 
population. As the high LD of the four neighboringoci. rs699947, 
rs833061, rs2010963 and rs25648, was an evideice for shared 
segregation, we performed a haplotype analysis (cLta not shown). 
T o  perform an in-depth analysis, haplotypes were sthnated from 
the genotypes defined by loci rs699947, rs833061 ,nd rs2010963. 
The frequencies of the three main groups of haploty>es in the CLL
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Table  1 . Clinical and molecular characteristics of the CLL patients.
Variable N ( % )
Gender Male 136 (56.9)
Female 103 (43.1)
Age <65 116 (4&5)
>65 123 (51.5)
Binet stage A 177 (74.1)
B 51 (213)
C 11 (4.6)
RAI stage 0 H 6  (485)
1 54 (22.61
1 56 (23.4)
III 6 (2 5 )
W 7 (2 9 )
Treatment Yes 106 (44.4)
No 132 (55.2)
r u i 1 (84)
Status Dead 81 (33.9)
Alive 158 (66.1)
Cause of death Disease 73 (763)
Other 8 (8 4 )




Very low-risk Idel13q) 67 (28.0)
Low-Risk (N C  +12) 116(485)
Intermediate-risk (d e illq ) 20 (84)
High-risk {ATPSD 36 (15.1)
CD3B expression Negative 178 (74.5)
Positive 32 (13.4)
nxL 29(12.1)
ZAP-70 Negative 60 (25.1)
Positive 50 (20.9)
rw i 129 (54.0)
lgVH genes M 98(41)
UM 124 (51.9)
nxL 17 (7.1)
NC: normal karyotype, nxfc not determined. 
doi:10.1371 /joumai.pone.0101063.1001
Table  2. Minor allele frequencies (MAF) of the VEGF polymorphisms studied in CLL patients.
Locus Alleles Frequencies
rs699947 C A 845
»833061 T:C 0.46
»2010963 G.C 035
rs25648 O T 0.15
rs3025039 C T a i3
dohIO.I371 /joumal.pone.0101063.1002
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cohort were AC G (0.39), CTC (0.38) and C TG  (0.21), respec­
tively.
.-Ml haplotypic and allelic frequencies were highly similar to 
those presented by a cohort of healthy blood donors from the same 
area n = 183, data not shown). Moreover, because the majority of 
the participants of this study were of Spanish Caucasian origin, all 
frequencies fall in the same range of series reported in previous 
studies of other populations o f  white ethnicity (20,28,29).
VEGFA genotypes and CLL survival
We investigated the prognostic value of VEGFA variants in 
relatian to patients’ overall survival (OS). For this, we monitored 
the entire cohort o f 239 patients diagnosed from January 1997 to 
December 2010, with a median follow-up o f 63.2 months (1.4— 
179.4) and a five-year survival of 77.4%. In this cohort, we studied 
the prognostic value of the VEGFA rs699947/rs83 3061/rs2010963 
and rs3025039 and rs25648 polymorphisms (Fig. 1).
Comparison of their genotypes in a recessive genetic model 
showed that patients with the homozygous rs699947/rs833061/ 
rs2010963 ACG genotype (ACG+ ; presented an increased 
mortality rate compared with patients with other genotypes 
(Fig. 1A). The median OS of patients with the ACG+/+ genotype 
was 34.3 months compared with 173.1 months (p =0.001) for 
patients with other genotypes (ACGx/_ = 1 copy ACG (ACG"I’/ ""] 
+ no copies ACG (ACG-  “]). The adverse effect observed for the 
ACG haplotype appears to be recessive because patients with 1 
copy of the risk haplotype (ACG+/ genotypes) and in the absence 
of the risk genotype (ACG-  / '~ genotypes) behaved similarly, and 
no significant difference in median OS was ohserved between both 
groups (not reached vs 173.1 months, p= 0 .92 , Fig. IB).
In addition to VEGFA genetics, other previously reported 
variables were aLso significant epidemiological, clinical and 
molecular risk factors in OS prediction in our cohort: clinical 
stage (Binet), I  g V¡¡ mutational status, ATM  deletions, TV53 
disruptions, cytogenetic abnormalities, CD38 status and age at 
diagnosis (data not shown).
In the multivariate Cox regression model for OS, the 
conventional variables that showed an independent prognostic 
value were Ig 1)/ mutational status, ATM  deletions, TV53 deletions 
and age of diagnosis. Additionally, the VEGFA ACG+/+ genotype 
was identified as a novel prognostic parameter in OS, independent 
of other known factors (adjusted HR =2.1, p =  0.005, Table 3).
Influence of VEGF genetic polymorphisms on clinical and 
molecular low-risk CLL subgroups
To identify pro tec trie or risk interactions, a review of the 
distribution of VEGFA variability in different subgroups of CLL 
was undertaken and revealed an asymmetric frequency of the 
ACG+/+" genotypes in patients with different mutational status of 
the IgVH genes (n = 222). The frequency o f haplotype ACG 
defined by loci rs699947/rs833061/rs2010963 was 0.49 in the 
group of patients with poor prognosis (unmutated IgVu genes; 
UM-CLL) and 0.38 in patients with favourable prognosis (mutated 
!gVt i  genes; M-CLL). No asymmetries in the distribution of the 
haplotype ACG was found between groups defined by other 
epidemiological, clinical or molecular parameters.
Comparison in a recessive genetic model of the VEGFA 
rs699947/rs833061/rs2010963 genotypes (ACG+/+ vs 
ACG x / —) showed that homozygosity for the ACG haplotype 
was associated with forms of the disease with a worse prognosis. 
The ACG+/+ genotype was 2.5 times more common among 
individuals with unfavourable prognosis (UM-CLL) relative to 
other genotypes (OR =2.5, two-sided p = 0.012). These recessive 
genetic associations do not denote an allele-dose effect as 
frequencies of heterozygous genotypes are not increased in the 
UM-CLL group (see Table 4). No statistical associations were 
found between the ACG+/+ genotype and other clinical or 
molecular variables analysed. Allele or genotype frequencies of 
polymorphisms rs3025039 and rs25648 aLso failed to associate 
with any of the analysed groups (data not shown).
As the aforementioned ACG+/+ genotype was asymmetrically 
distributed in UM-CLL and M-CLL patients, we analysed the OS 
independendy in the two groups. We did not observe any influence 
of the ACG+/+ genotype on the OS o f the UM-CLL group, but 
conversely, in the group of patients with a favourable outcome (M- 
CLL), this genotype significantly correlated with a shorter survival 
(median OS: ACG+/+ = 105.5 months vs ACG x/_ = not reached; 
p = 0.025; Fig. 2). T o further investigate a possible biological 
influence o f this VEGFA genotype on the outcome of low-risk CLL, 
we performed the analysis within groups of patients defined by 
other markers of indolent course. We categorized our group of 
CLL patients by age a t diagnosis, cytogenetic abnonnalities, CD38 
status or Binet stage (Fig, 2). Similarly to the subgroup with 
favourable/^F/Anutationa 1 status, in patients with very low or low- 
risk genetics (deletion 13q, trisomy 12, normal karyotype) a
A B
Figure 1. A ssociatio n  o f VEGFA  genotypes and  O S  o f 239 C L L  p atients. Kaplan-Maier curves according to: (A) a recessive comparison of 
rs699f47/rs83 3061/rs2010963 ACG+/+ genotype and, (B) number of copies of ACG haplotype, 
do i:1013 71 /jo urna l.po ne.0101063 ,g001
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Table  3. Multivariate analysis of the associations between V£GfÆrs699947/rs833061/rs2010963 genotypes and OS of CLL patients.
Variable Com parison HR (95% Cl) p-value
Age at diagnosis'* >65 vs <65 Z7 (1.7-4.41 7x10"s
Binet stage B4C v s  A Z0 (1Z-3.4) 0.01
TP53 deletion Yes v s  No 38 (23-6.5) 5 x l0 -7
dell 1q Yes vs No 1.9 (10-3.5) 0.051
IgVH genes UM vs M 23 (13-4.3) 0.01
VfGFgeno types1* ACG**' vs others Z 1  (1.2-3.5) 0.005
'‘Patients aged 65 year have been classified >65. 
b Haplotype rs699947/rs833061/rs2010963.
HR: hazard ratio. Pos: positive, Neg: negative. 
doi:10.1371 /journal .pone.0101063.t003
decreased median OS from 173.1 to 101.7 months {p= 1.3 xIO-5) 
is associated with the presence of the ACG+/+ genotype. Again, the 
ACG+/+ genotype correlated with a redtiction in the median OS 
from 173.1 to 105.5 months (p = 0.031) from 173.1 months to 82.3 
months (p = 3.8xlO ~5) and from 173.1 to 84.3 (p = 0.006) in 
patients with an initial clinical stage (Binet A), negative expression 
of CD38 and age a t diagnosis < 6 5  years, respectively. In contrast, 
VEGFA genetics in the defined groups of poor outcome does not 
have any appreciable influence on the clinical course with the 
exception of the group of patients older than 65 years, in which the 
O S tended to he worse for those patients with the homozygous 
AOG+/+ genotype.
Discussion
It has been extensively reported that angiogenesis mediated by 
the irregular expression of proangiogenic factors such VEGF by 
leukemic cells plays an important role in the pathogenesis o f CLL. 
In this smdy, we analysed the contribution o f VEGFA genetics in 
the clinical outcome of the leukaemia.
An analysis of the impact on disease progression of VEGFA 
SNPs in our population-based CLL cohort demoastrated that 
thers699947/rs833061/rs2010963 ACG genotype in homozygos­
ity {ACG+/+) is a strong independent predictor o f OS. 'Hie
reduced survival observed in these patients could be related to 
increased angiogenesis as a result of an enhanced gene expression 
described for VEGFA variants rs699947, rs833061 and rs2010963. 
This would coastitute a potential biological rationalization to the 
genetic association described in this work. Nonetheless, the 
justification to our findings could be due to other VKGF-mediated 
mechanisms of the pathogenesis of C L L  High-expressor VEGFA 
genotypes could increase the resistance to apoptosis, the cell 
motility or influence the microenvironment to generate more 
aggressive tumoral cells and coasequently contribute to the 
progression o f the leukaemia.
A further analysis of VEGFA genetics in CLL subgroups defined 
by different clinical and molecular parameters assessed an 
association between the VEGFA ACG+/+ genotype with a 
molecular marker of aggressae leukaemia: the unmutated stams 
of the immunoglobulin variable gene segments {IgVn). IgV» 
mutation slants parameter discriminates between leukaemia 
originating from B cells with an immunoglobulin gene submitted 
(mutated IgV/¿ or not (unmutated IgV») to somatic hypermutation 
in the heavy chain variable region genes during ontogeny. Patients 
with a high number of mutations tend to have a better prognosis 
(M-CLL) than those with a low number (UM-CLL). Although the 
ACG+/+ genotype is less frequent among M-CLL patients, it 
correlated with a shorter overall survival within this category. A
Table 4. Distribution of VEGF genotypes in B-CLL groups with different mutational status of thelgVH genes.
Variant Genotypes M %  (n) (N = 98) UM %{n) (N = 124) OR (95%  IC)b p-value
haplotype ACG4 X/X 35.7 (35) 29.0 (36) 1
ACG/X 52.0 (51) 45Z (56) 1.1 (06-2.0) 083
ACG/ACG 12Z (12) 258 (32) Z 5  (1.2-5.2) 0.012
rs2564B C/C 72.4 (71) 702 (87) 1
C/T 263 (26) 29.0 (36) 0.9 (05-18) 069
m 1.0 (1) 0 8  (1) 0.9 (05-18) 070
rs3025039 C/C 68.4 (67) 78Z (97) 1
C/T 31 j6 (31) 200 (26) 1.7 (09-3 Z) 0.08
T/T 0 0 8  (1) 1.7 (09-3) O I
M: patients with mutated SgVn genes, UM: patients with unmutated/gV« genes.
OR: odds ratio; Cl, confidence interval.
'Haplotype rs699947/rs833061/rs2010963. X genotype corresponds to n haplotypes other than ACG ICTC or CTG).
bThe upper homozygous genotype of each variant is designated the reference with an arbitrary OR value of t upon which the OR of the other genotypes are based. 
Significant risk factors are shown in bold. 
doi:10.1371 /journal .pone.0101063.1004
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Figure 2. A ssociation  o f  V EG FA  ACG+V+ g e n o ty p e  an d  O S o f C L L  patien ts with go o d  prognostic fe a tu res . Kaplan-Maitr curves according 
to LEGM ACG+/+ genotype (solid line) and other genotypes (dotted line) in subgroups of patients divided by (A) age at diagnosis, ß) lg VH mutational 
status, (C) Binet stage, (D) CD38 status and, (E) genetic abnormalities. 'Very low (dell3q), low (normal karyotype), intermediate (A17JW) and high-risk 
(APJ3).
doi:l0.1371/journal.pone.0101063.g002
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similar adverse effect of the ACG+/+ genotype in disease 
progression was found when we stratified patients with good 
prognostic features such as genetic abnormalities of favourable 
prognosis, Binet stage A, negative expression of CD 38 or early age 
a t diagnosis. These results suggest a potential clinical utility o f  
VEGFA genetics as predictors of reduced survival in patients with 
indolent leukaemia and would allow to further refine the 
classification of this group of CLL patients. Although our studv 
did not find strong differences in survival associated to the ACG+/"+ 
genotype in patients with poor prognostic features, this observa­
tion might be perhaps more apparent than real. The large effect of 
other molecular factors in subgroups of poor outcome may be 
masking the differences in survival associated with VEGFA 
genotypes. Although we observed a large effect of VEGFA 
genotypes in the subgroup analyses, we were not able to analyse 
an independent cohort of CLL patients to confirm these 
differences in survival. In this manner, further studies in other 
CLL cohorts should be performed to validate these results and 
would be of relevant interest the analysis of VEGFA genetics and 
CLL in other ethnic groups. T o date, exist few reports studying 
VEGFA polymorphisms as prognostic markers of CLL. A recent 
publication o f a case-control study in a  Polish CLL cohort [30] , 
described an increased frequency of the rs3025039_allele T  in 
patients with advanced stage {Rai III/IV) compared to healthy 
individuals.
A previous work by Pepper et al [31], found an anti-apoptotic 
over-expression o f VEGF in CLL cells with high levels ofCD 38, 
which was associated to the redticed prognosis of the CD38- 
positive patients. However, we found a similar distribution of the 
VEGFA polymorphisms in patients with different CD38 expression 
lewis indicating that the elevated VEGF expression of this 
subgroup is not a result of their VEGFA genetic background.
The VEGFA gene 5'-flanking region is highly variable and 
contains strongly linked polymorphisms. This increased diversity 
complicates the characterization of VEGFA haplotypes in the 
promoter region, but some of these linkages are consistently 
preserved and associated with disease and high VEGFA expression 
[18,23]. Alleles A of rs699947 and C of rs833061 are associated 
with an upstream 18-nucleotide insertion that could modify the 
binding o f factors in the VEGFA promoter. It has therefore been 
hypothesized that it could be responsible for the enhanced 
expression of this gene [20]. It would be interesting to perform 
further studies analysing the VEGFA levels in serum, the 
vascularity in the. bone marrow and/or the resistance to apoptosis 
of CLL celLs of patients with the VEGFA ACG +/+ genotype in 
order to explore the implication of this genotype in the 
physiopathology o f the leukemia. A previous report [1], described 
an increased vascularity in the UM-CLL subset establishing 
subsequently a relation of a progressive phenotype of the 
leukaemia with an  enhanced or aggressive angiogenic environ­
ment. This observation could be the result of the association of the 
UM-CLL subgroup with the high-expressor VEGFA ACG+/+ 
genotype that we have reported in this work.
The implication of the presence of increased vascularity in the 
bone marrow has been described in the outcome of various 
haematological diseases [32,33]. This led to the study of the
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Artículo II. Biallelic ATM alterations detected at diagnosis identify a subset of 
treatment-naive chronic lymphocytic leukemia patients with reduced overall survival 
similar to patients with p53 deletion
La deleción l lq  es una de las alteraciones moleculares más importantes en el 
pronóstico de la LLC. Sin embargo, pocos estudios han investigado, el impacto 
pronóstico de las mutaciones del gen ATM en pacientes con deleción l l q  al 
diagnóstico. En este segundo trabajo, en 118 pacientes de reciente diagnóstico, se han 
analizado las alteraciones moleculares de los genes ATM, BIRC3, SF3B1 (p.K700E) y 
NOTCH1 (c.7544_7545delCT) para evaluar su impacto en la supervivencia de los 
pacientes con deleción l lq .
Los pacientes que presentaron alteraciones bialélicas del gen ATM tuvieron un 
tiempo al primer tratamiento (SLT) similar y una menor supervivencia global (SG) 
comparado con los pacientes con deleción l l q  de forma aislada. Sin embargo, 
presentaron menor SLT y SG comparado con pacientes que no presentaron ninguna 
alteración del gen ATM (ATM wild type). Por otra parte, en el análisis multivariante, se 
detectó que los pacientes con esta inactivación bialélica presentaron un riesgo de 
muerte (HR: 6.4; p<0.007) similar al de los pacientes con deleción p53 (HR: 6.1; p 
<0.004), e independiente respecto de otros parámetros que afectan de forma 
significativa la supervivencia, como la edad al diagnóstico, estadio avanzado y 
cariotipo complejo. Por el contrario, los pacientes con mutación en el gen BIRC3 y 
deleción l lq ,  no tuvieron ningún efecto en la SLT y en la SG en el análisis 
multivariante.
De esta manera, nuestros resultados sugieren que la identificación temprana de 
mutaciones del gen ATM en los pacientes con deleción l lq ,  es clínicamente relevante 
para predecir la progresión, la respuesta adversa al tratamiento y por disminuir la SG 
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Bíallelic ATM alterations detected at diagnosis identify a subset of 
treatment-naïve chronic lymphocytic leukemia patients with reduced overall 
survival similar to patients with p53 deletion
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Belen Fernandez-Cuevas3, Natalia Gomez-Lozanoc, Margarita Sanchez-Beatoc, Pedro Sanchez-Godoyd,
José Luis Bueno6 and José A. Garcia-Marco3
^Hematology Department, Molecular Cytogenetics Unit, Hospital Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda, Madrid, Spain; 
‘’Hematology Department, Hospital Universitario de Getafe, Madrid, Spain; ‘ Institute of Research Puerta de Hierro-Majadahonda 
(IDIPHIM), Spain; “Hematology Departament, Hospital Severo Ochoa de Leganés, Madrid, Spain; “Blood Bank Unit, Hematology 
Department, Hospital Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda, Madrid, Spain
ABSTRACT
The prognostic impact of biallelic ATM  abnormalities {ATM  mutation and concurrent 11q dele­
tion) remains unknown. We studied ATM, BIRC3, SF3B1, and NOTCH1 genes in 118 treatment- 
naive CLL patients at diagnosis. Patients with biallelic ATM  alteration had a similar time to first 
treatment (TTFT) and shorter overall survival (OS) compared with patients with isolated 11q dele­
tion and shorter TTFT and OS when compared to patients with wild-type ATM. Furthermore, bial­
lelic ATM  alteration (HR: 6.4; p <  0.007) was significantly associated with an increased risk of 
death similar to p53 deletion (HR: 6.1; p <  0.004), superior to 11q deletion alone (HR: 2.8; 
p  <0.022) and independent of other significant parameters such as age, advanced clinical stage, 
and complex karyotype. Our results suggest the identification of ATM  mutations In CLL patients 
with 11q deletion at diagnosis is clinically relevant and predicts disease progressioa poor 
response to the treatment, and reduced OS independent of other molecular prognostic factors.
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Genetic abnormalities are usually detected in chronic 
lymphocytic leukemia (CLL) at diagnosis in about 80% 
of cases and represent one of the prognostic parame­
ters most frequently used for decisions related to 
treatment and survival evaluation^,2] Thus, abnormal­
ities of the TP53  gene are the most important predict­
ive factor of chemoresistance and adverse outcome in 
CLL patients.[3,4] After 17p13.l deletion, chromosome 
11q22-q23 band ( l lq  deletion) abnormality is the 
second most common cytogenetic alteration associ­
ated with poor prognosis.[5,6] At diagnosis, l lq  dele­
tion is detected in 10-15% of CLL cases,[7] which 
increases to 20-25% of CLL cases at first treatment 
and to 25-30% in cases refractory to fludarabine. 
[8-10] This deletion is associated with other features 
of adverse outcome, in particular, unmutated IgVH sta- 
tus.[11] Furthermore, l l q  deletion defines a subset of 
CLL patients characterized by earlier disease
progression, shorter progression-free survival after 
treatment with standard chemotherapy, and reduced 
overall survival.[7,12-14] However, this poor outcome 
in CLL patients with l lq  deletion seems to be over­
come by the addition of immunotherapy with anti- 
CD20 antibodies (Rituximab, Obinutuzumab).[8,15]
The ataxia telangiectasia gene (ATM) is located 
within the minimally deleted region at the 11q22-q23 
chromosome! 16] About 20-40% of patients with l lq  
deletion present mutations in the A TM  gene.[17,18] In 
addition, CLL cases with l lq  deletion can be divided 
into two genetic subgroups depending on the status 
of the remaining A T M  ailele.fi 9] A recent study indi­
cated that CLL patients with biallelic A T M  inactivation 
had shorter progression-free and overall survival (OS) 
when treated with alkylating agents and purine ana- 
logs.f 18] Moreover, biallelic inactivation of the ATM  
gene does not exceed 40% of CLL cases with l lq  
deletion. Other studies have shown that l lq  deletion
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affects different genes involved in cell cycle control 
and survival of tumor cells, and it is conceivable that 
these genes could also affect the prognosis of patients 
with 11q deletion^ 19-21] In fact, B IR C 3 , a gene 
recently identified as being disrupted in CLL, is located 
at 11q22.2. Abnormalities of B IR C 3  have been associ­
ated with more aggressive CLL, poor survival inde­
pendent of 11q deletion and chemorefractoriness in 
TP 5 3  wild-type patients.[22-24] As a result, many 
aspects of the prognostic significance of 11 q deletion 
are still under study. Thus, CLL patients with 11q dele­
tion are defined as a heterogeneous subset due to the 
different genes that are probably affected.[25,26] 
Consequently, our study sought to elucidate the clin­
ical significance of somatic A T M  mutations in CLL 
patients with 11 q deletion detected at diagnosis.
Materials and methods
C h r o n i c  ly m p h o c y t ic  le u k e m ia  p a t i e n t s
The present study analyzed a cohort of 118 consecu­
tive treatment-naive patients at diagnosis of CLL. 
Samples were collected from two GLIMCE group hospi­
tals for the study of chronic lymphoproliférative 
disorders (Hospital Universitario Puerta de
Hierro-Majadahonda, Hospital Universitario de Getafe, 
Madrid, Spain). CLL diagnosis was based on standard 
peripheral blood lymphocyte morphology and immuno­
phénotype according to IWCLL criteria.[27] To better 
understand the impact of the molecular alterations in 
patients with 11 q deletion, we included a higher num­
ber of CLL patients with dell 1q (40/118, 33.9%) 
detected at diagnosis by conventional cytogenetics and 
FISH from Hospital Universitario Severo Ochoa, Madrid, 
Spain (Figure 1). Prospective molecular cytogenetic 
characterization of 118 CLL cases at presentation was 
performed by karyotyping and FISH using specific 
probes for 13q14 (D13S25), 11q22-23 (ATM ), chromo­
some 12 and 17p13.1 (TP53). Additionally, a mutational 
screening panel for ATM , BIRC3, SF3B 1, and N O TC H 1  was 
retrospectively performed. IgVH mutation status was 
analyzed by direct sequencing, and patients were cate­
gorized as unmutated (>lgVH 98% germline homology) 
or mutated (<98% homology). The median age of 118 
CLL patients at diagnosis was 64 years. The median fol­
low-up was 72 months (range: 9-274.8 months) and 58 
(49.1%) patients with clinical progression according to 
IWCLL were treated with different regimes (Supplemental 
Table 1). Moreover, we analyzed an additional cohort of 
27 patients (55.6% patients with 11 q deletion) in clinical
11q deletion
.ATM mutation
B IR C 3  mutation
S F 3 B 1  mutation 
(P.K700E) 
N O T C H 1  mutation 
(p.P2515fs*4)
UM-tgVH
Figure 1. Heat map showing the incidence of molecular alterations among CLL patients with/without 11 q deletion at diagnosis 
(n =  118). Gray rows represent individual patients corresponding to marker status. UM: unmutated; IgVH: inmunoglobulin heavy 
variable gene.
Table 1. Multivariate analysis of OS in the CLL cohort at diagnosis with ATM  mutation and 11q deletion status related to cause 
of death.
Variables
Multivariable analysis (A/ — 118)
OS (any cause of death) OS (only CLL death)
HR 95%CI p  value HR 95960 p  value
Age >65year vs <65year 53 23-12.4 0.0001 36 1.4-9.1 0.006
Binets BC vs A 3.9 17-8.9 0.001 32 1.3-6 0.011
ATM mutation/11q deletion status
ATM wld-type group (reference, n =  78)
Only ATM mutation (n =  7} 0.979 0.981
Only 11q deletion (wild-type ATM. n = 3 1 ) 27 17-5.7 0.012 25 1.2-6.7 0.022
Biallelic »activation of ATM  gene (n = 9 ) 53 1.6-182 0.007 6.4 1.6-25.4 0.007
17p deletion 4.6 14-146 0.011 6.1 1.7-213 0.004
Complex karyotype 35 13-92 0.013 36 1.3-10.9 0613
C LL chronic lymphocytic leukemia; OS: overall survival; HR: hazard ratio; 95% Q confidence interval.
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progression after the first-line treatment with purine ana­
logs-^/- rituximab (48.1%), alkylating agents-»-/- rituxi- 
mab (48.1%) and alemtuzumab (3.8%), to assess the 
mutational frequency of ATM, BIRC3, SF3B1, and N O T O il  
in relapsed CLL patients.
Genomic DNA was extracted from peripheral blood 
B-lymphocytes. Somatic or germline mutational status 
of A TM  and B IR C3  genes were studied in the DNA 
obtained from granulocytes in available samples. This 
Project was approved by the Ethics Committee of 
Hospital Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda 
and conducted in accordance with the Declaration of 
Helsinki. All patients gave their informed consent for 
blood collection and the processing of biological anal­
yses included in the present study.
D e t e c t io n  o f  m u t a t io n s
Screening of sequence changes for A TM  (exons 2-63) 
and B IR C 3  genes (exons 6-9) were performed by high- 
resolution melting analysis (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany) and DNA sequencing in an 
ABIPrism 3130 automated DNA sequencer (Applied 
Biosystems, Foster City, CA).[23,24,28] Sequence changes 
were compared with current publications and several 
databases. A TM  and B IR C3  variants were classified as 
mutations if they were predicted to cause changes that 
altered functional effects of the protein, induding splic­
ing mutations, according to pathogenidty prediction 
methods, and also if they had previously been cata­
loged as somatic mutations of other cancers in different 
mutation databases. We analyzed N O T C H 1  mutation p. 
P2515fs*4 (exon 34) and SF3B 1  mutation p.K700E (exon 
7), which represent approximately 80-90% and 40-5096 
of all N O T C H  1 and SF3B 1  mutations, respectively.! 1] 
Detection of mutations was performed with a new 
qBiomarker Somatic Mutation Assay, based on allelic dis­
crimination assessed by qPCR (Supplemental Methods).
S t a t i s t i c a l  m e t h o d s
The statistical analysis was performed using SPSS 
Software 15.0 (Chicago, IL). Pearson's y 2 test was used 
to determine significant differences in categorized vari­
ables. Time to first treatment (TTFT) and OS were esti­
mated using the Kaplan-Meier method and the 
distributions of the curves were assessed using the 
log-rank test. TTFT was defined as the time interval 
between the date of diagnosis and the date of first 
treatment or the date of last follow-up for patients not 
receiving treatment and OS was defined as the time 
interval between the date of diagnosis and the date of 
death or last follow-up. For OS, death from any cause
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or only related to CLL were analyzed in parallel. 
Univariate and multivariate analyses were performed 
using the Cox regression method. Interestingly, in our 
CLL cohort, patients with isolated A TM  mutation were 
still alive (n =  5). Since A TM  mutation at diagnosis did 
not affect the OS of CLL patients, for statistical analysis 
these cases were induded in the A TM  wild-type group. 
Furthermore, patients with p53 deletion (n=10) were 
not included in the univariate analysis of A TM  muta­
tions and 11 q deletion, because its adverse effect 
might interfere with survival in this categorization. An 
effect was considered statistically significant at p <  0.05.
Results
F r e q u e n c y  a n d  d is t r ib u t io n  o f  C L L  m u t a t io n s
We identified 18 sequence changes in 14(11.8%)/118 
CLL patients at diagnosis, which were classified as 
pathogenic A TM  mutations (Supplemental Methods). 
Of the 7 samples with germline DNA available, somatic 
A TM  mutations were identified in five patients at diag­
nosis and also in two treated patients. In addition, five 
of these A TM  mutations have not previously been 
described and probably affect the FAT, TAN and 
PIKKc_ATM domains of the ATM protein. During the 
follow-up of newly diagnosed CLL patients, 58(49.1%)/ 
118 cases received treatment and 14(24.1%)/58 
patients were refractory to different treatments 
(Supplemental Table 1). Of them, seven patients had 
A TM  mutation and three had concurrent 11 q deletion.
Mutational screening of BIRC3  identified five var­
iants classified as mutations in 7(5.9%)/118 patients at 
diagnosis (Supplemental Table 2). Two mutations 
affected the CARD and RING domains and notably, 
three out of the five mutations have not previously 
been described. No B IR C 3  mutations were detected in 
the group of relapsed CLL patients, probably due to 
the low number of samples analyzed. In addition, 
N O T C H  1 (p.P2515fs*4) and SF3B 1  (p.K700E) mutations 
were analyzed from 118 newly diagnosed patients, in 
which p.P2515fs*4 mutation was found in 14(11.9%)/ 
118 and p.K700E mutation in 10(8.5%)/118. Furthermore, 
in 26 out of the 27 previously treated CLL patients, 
N O T C H  1 and SF3B 1  mutations were detected in 4 
(15.4%)/26 and 5(192%)/26, respectively.
A s s o c ia t io n  o f  m u t a t io n s  w ith  11 q  d e le t io n  a n d  
o t h e r  u n f a v o r a b le  p r o g n o s t i c  v a r ia b le s
Deletion of 11 q detected at CLL presentation was sig­
nificantly associated with ATM  (9/40 [22.5%]; p =  0.014) 
mutations, B IR C3  (6/40 [15%]; p  -  0.006) mutations,
1 1 1
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unmutated Ig V H  genes (p =  0.048), complex karyotype 
(p =  0.005) and advanced clinical stage (p =  0.024). 
Furthermore, we also studied different adverse clinical 
and biological parameters in CLL patients with A TM  
and B IR C 3  mutations. A TM  mutations were more fre­
quent in patients with unmutated IgV H  genes (11/14 
[78.5%]). In addition, it is remarkable that none of the 
patients with biallelic A TM  inactivation had p53 deletion 
or complex karyotype. B IR C3  mutations were signifi­
cantly more frequent in patients with advanced stage, 
no trisomy 12 and unmutated IgV H  genes. Moreover, 
S F3 B 1  mutations were not associated with any variable, 
and N O TCH 1  mutations were significantly associated 
with ZAP-70 expression, trisomy 12, unmutated IgV H  
genes and no 13q deletion (Supplemental Table 3).
When molecular alterations between untreated and 
treated CLL cases were compared, we detected signifi­
cantly more frequent CD38 expression, 11 q deletion 
and unmutated Ig V H  genes in previously treated 
patients. However, we did not find any differences for 
A T M  and B IR C 3  mutations. Only the frequency of 
N O T C H  1 and S F3 B 1  mutations were slightly higher in 
previously treated patients (11.9% and 8.5%) com­
pared to untreated CLL cases (15.4% and 19.2%).
S u r v i v a l  im p a c t  o f  A T M  m u t a t io n s  in  C L L  p a t ie n t s  
w ith  11 q  d e le t io n  a t  d ia g n o s is
TTFT and OS were assessed in different unfavorable 
prognostic variables in all CLL patients at diagnosis. To 
evaluate the effects of TTFT and OS in CLL patients with 
11q deletion related to the mutational status of A TM  
gene, 118 CLL patients at diagnosis were stratified for 
the survival analysis: 5 (4.2%) patients had only monoal- 
lelic A TM  mutation, 31 (263%) patients had A TM  dele­
tion alone, 9 (7.6%) patients had both A T M  mutation 
and ATM  deletion, and 73 (61.9%) were considered as 
wild-type A TM  patients. Regarding B IR O  mutations, 78 
(66.1%) patients had wild-type BIRC3, 34 (28.8%) 
patients had isolated 11q deletion and 6 (5.1%) patients 
had both B IR O  mutation and 11 q deletion, and one 
patient had B IR O  mutation without 11 q deletion.
Univariate analysis of OS (n =  108) showed that CLL 
patients with biallelic A TM  alteration had a higher risk 
of death (median OS: 60.2 months; HR: 8.1; 95%CI: 
2.9-22.8, p <  0.001) compared with patients having 
only 11 q deletion (median OS: 91.3 months; HR: 3.5; 
95%0: 1.6-8, p <  0.002) and patients with only A TM  
mutation (median not reached) (Figure 2). When we 
analyzed the TTFT (n =  108), we observed significant 
differences between the patients with wild-type A TM  
(median 134 months) compared to patients with bial­
lelic A TM  inactivation (median TTFT 34 months,
0 50 100 150 200 250 300
Months
Figure 2. Impact of ATM mutation/dell 1q status on OS in CLL 
patients. The Kaplan-Meier estimates of OS in CLL patients at 
diagnosis (n —108). Patients classified as group of ATM wild- 
type (n — 68); patients with 11 q deletion alone (n =  26) and 
patients with ATM mutation and 11q deletion (n—9). All CLL 
patients with isolated ATM  mutation were still alive (n =  5).
p=0.01). However, there was no difference when 
patients with bialielic A TM  alterations were compared 
to patients with only 11 q deletion (median TTFT 51 
months, p =  0.65). Subsequently, on multivariate ana­
lysis (n =  118), the A TM  mutation/11q deletion status 
was introduced into the model as a covariate. We 
examined the survival impact of biallelic A TM  inactiva­
tion compared with other clinical and biological varia­
bles, such as age, gender, p53 deletion, Binet stage, 
Ig V H  status, complex karyotype and N O T C H 1 , SF3 B 1 , 
and B IR O  mutations.
A multivariate Cox proportional hazards model for 
TTFT and OS was performed considering all causes of 
deaths in this cohort of 118 patients. The following 
variables were identified as independently associated 
with a shorter TTFT: gender, advanced clinical stage, 
unmutated IgVH, single 11 q deletion, and p53 deletion 
(Supplemental Table 4). Furthermore, multivariate ana­
lysis for OS identified that patients with biallelic ATM  
alterations had a higher risk of death (HR: 5.3; 95%Ct 
1.6-18.2, p <  0.007) than those with only 11 q deletion 
(HR: 2.7; 95%CI: 1.2-5.7, p <  0.012) or wild-type ATM . 
The risk of death in CLL patients with p53 deletion 
was similar to the risk of patients older than 65 years. 
Thus, age is a variable that needs to be adjusted in 
CLL as it is a disease that mostly affects the elderly 
with an excess of deaths related to comorbidities. As a 
result, we developed a multivariate analysis that con­
sidered only CLL-related deaths. Like this, our results
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showed that bialleiic A T M  alterations were significantly 
associated with an increased risk of death (HR: 6.4%CI: 
1.6-25.4, p <  0.007), similar to p53 deletion (HR: 6.1; 
95%0: 1.7-21.3, p <  0.004) and superior to cases with 
11 q deletion alone (HR: 2.8; 95%CI: 1.2-6.7, p <  0.022), 
wild-type A T M  or other independently significant 
parameters, such as age, Binet's stage, and complex 
karyotype (Table 1). In contrast, patients with B IR C 3  
mutation and 11 q deletion had a significantly inferior 
OS in univariate analysis, however, this interaction 
appears to have no effect on TTFT and OS when ana­
lyzed with other variables in the multivariate analysis 
(data not shown).
Discussion
This study reports that A T M  mutations and concurrent 
11q deletion in newly diagnosed CLL patients can 
identify a subgroup of patients with a shorter OS simi­
lar to patients with p53 deletion. CLL patients with 
11q deletion and A T M  mutation detected at diagnosis 
were associated with an independent and significantly 
higher risk of death than other risk factors such as iso­
lated 11q deletion, unmutated Ig V H  genes, older age, 
Binet's advanced stage and complex karyotype. 
Furthermore, in our CLL cohort, B IR C 3  (with or without 
11 q deletion), N O T C H 1 , and SF3 B 1  mutations had no 
impact on TTFT and OS when these latter mutations 
are detected at diagnosis.
Our results showed that variables such as A T M  and 
B IR C 3  mutations, unmutated Ig V H  genes, complex 
karyotype and advanced clinical Binet's stage, were 
associated with 11 q deletion in agreement with other 
previous CLL cohort studies.[19,29] Moreover, the 
increased frequency of A T M  mutations in untreated 
CLL patients with 11 q deletion (9/40, 22.5%) compared 
to patients without 11 q deletion (5/78, 6.4%) is con­
sistent with previously published studies of CLL 
cohorts enriched with 11q deletion cases.[18,19] In 
addition, and similar to a previous study, we found no 
significant associations between ATM  mutations and 
the study population's other clinical and biological var­
ia bles.[18]
On the other hand, the frequency of B IR C3, SF3 B 1 , 
and N O T C H 1  mutations and the association of these 
genes with other risk variables concurred with previ­
ous studies of CLL patients at diagnosis.[30-33] 
Nevertheless, in line with other series, we detected 
SF3 B 1  (20%) and N O T C H  1 (16%) mutations more fre­
quently in CLL patients in clinical progression than in 
patients at diagnosis (11.8% and 8.4%, respectively), 
despite the low number of cases treated. However, as 
opposed to other studies, S F 3 B 1  and N O T C H  1
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mutations did not have any impact on the OS in our 
CLL cohort.[34,35] Therefore, the association reported 
between 11 q deletion and other variables such as 
A TM , B IR C3, and 5 F3 B 1  mutations, requires further anal­
yses of a larger cohort of CLL patients with 11 q dele­
tion at diagnosis.[22,33]
Few studies have examined the prognostic impact 
of A TM  mutations in a cohort of untreated CLL 
patients with 11 q deletion [19,30,31] and most studies 
were performed in previously untreated CLL patients 
in clinical progression, who had received the first-line 
chemotherapy in the context of the LRF-CLL4 trial. 
[18,22,29] However, the value of the data from our 
study derives from the CLL population studied, com­
posed of a consecutive, newly diagnosed group of 
patients enriched with 11 q deletions, who underwent 
a long follow-up (72 months) and the assessment of 
A TM  mutational status with other genes recently impli­
cated in the pathogenesis of CLL. Rose-Zerilli et al. [22] 
described that, in CLL patients studied just before 
front-line treatment, isolated monoallelic ATM  muta­
tions had no impact on OS and that the combination 
of 11 q deletion and A TM  mutation showed a signifi­
cantly increased risk of death compared with patients 
having 11 q deletion or wild-type ATM . However, the 
risk of death was approximately fourfold less than that 
for those with p53 deletion. In addition, a recent study 
did not detect any impact of bialleiic A TM  alteration in 
comparison to 11 q deletion in a multivariate analysis 
for OS.[31] These results were different from our study, 
where CLL patients with bialleiic A TM  abnormalities at 
diagnosis had a risk of death similar to patients with 
p53 deletion. However, in our series we also detected 
that monoallelic A TM  mutation as a sole genetic 
abnormality did not affect the OS at a median follow­
up of 84 months (range: 45-106 months). We suggest 
that these differences could be attributable to a higher 
effect of bialleiic A T M  alterations in CLL patients at 
diagnosis because, with disease progression, other 
prognostic factors, such as p53 deletion, have a greater 
relevance to survival. Nevertheless, considering the fre­
quency of 11 q deleted cases with A TM  mutations, add­
itional studies are required that include a greater 
number of patients with bialleiic A TM  abnormalities. 
Moreover, our analysis showed that the impact of a 
double-hit ATM  alteration (ATM mutation and 11 q dele­
tion) had no significant shorter TTFT in multivariate ana­
lysis in accordance with a recently reported study.[31]
In addition, we investigated the interaction of p53 
deletion with the alteration of both A TM  alleles. Our 
results showed that no CLL patients with bialleiic ATM  
alteration had associated p53 deletion. Therefore, 
these results support the independent prognostic
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impact of ATM  mutations on the outcome of patients 
with 11q deletion regardless of the presence of p53 
deletion. In CLL cells, 11 q deletions are monoallelic 
[36] and the loss of A T M  alleles due to 11 q deletion 
also includes the loss of other genes, such as BIRC3, 
within the 11 q region.[21,25] In our study, biallelic 
B IR C 3  abnormalities did not significantly affect the 05  
of patients in the multivariate model. This could pos­
sibly be a consequence of other markers contributing 
to the poor prognosis of CLL patients with B IR C 3  
mutation (7/7 patients had unmutated Ig V H  genes, 6/7 
had 11 q deletion and 3/7 had A TM  mutation). Indeed, 
our results agree with another recent study, where 
B IR C 3  deletion and/or mutation had no impact on 
overall and progression-free survival in CLL patients in 
progression.[22] However, the same study observed 
that some cases with 11 q deletion did not include 
B IR C 3  deletion. Thus, B IR C 3  alterations at diagnosis 
should be confirmed in other CLL patient series to 
assess B IR C 3  and other genes deletions. In keeping 
with this fact, it has been proposed that haploinsuffi- 
ciency of several concurrent genes involved in DNA 
damage response on l l q  deleted regions may point 
to a proliferative advantage for CLL cells compared to 
biallelic A T M  inactivation.[20,25]
Notably, the lack of A TM  protein by biallelic altera­
tions inhibits its pro-apoptotic function, thus cannot 
exercise optimal response to conventional chemother­
apy leading to chemoresistance in CLL cells. It has 
been observed that the addition of anti-CD20 antibod­
ies to chemotherapy improved the PFS at 3 years in 
CLL patients with l lq  deletion.[8] Moreover, in a 
recent study, a clone with biallelic A TM  inactivation 
achieved a proliferative advantage under standard FC 
chemotherapy.[37] Thus, in l lq  deleted CLL cases, the 
early identification of A T M  mutations would be neces­
sary for the suitable application of DNA damaging che- 
moimmunotherapy or targeted compounds.
In summary, our results show that A TM  mutations 
in CLL patients with 11 q deletion at diagnosis had a 
significantly adverse impact on survival, similar to the 
poor outcome of patients with p53 deletion. 
Consequently, our data indicate that assessing the 
mutational status of the A TM  gene in newly diagnosed 
CLL patients with l lq  deletion could be a useful tool 
for monitoring disease progression and the choice of 
therapeutic options with new agents when biallelic 
A T M  abnormalities arise.
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Supplemental Table I: Therapeutic regimens and clinical response in 58/118 patients 
requiring treatment.
Treatment Regime in 1st Line N° Patients (%) Response
Purine analogs 24 (41.4%) 7 CR, 6 PR, 11 refractory
Purine analogs with Rituximab 19(32.8%) 14 CR, 4 PR, 1 refractory
Alkylating agents 5 (8.6%) 5 PR
Alkylating agents with Rituximab 4 (6.9%) 1 CR, 2 PR, 1 refractory
Regimens with Alemtuzumab 6(10.3%) 3 CR, 2 PR, 1 refractory
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Artículo III. Arsenic trioxide synergistically potentiates the cytotoxic effect of 
fludarabine in chronic lymphocytic leukemia cells by further inactivating the Akt and 
ERK signaling pathways
A pesar de la gran variedad de terapias actualmente disponibles para la LLC, muchos 
pacientes no responden al tratamiento. Por tanto, es necesario seguir investigando las 
alteraciones moleculares de los pacientes refractarios, así como los mecanismos de 
resistencia implicados.
En este trabajo, se realizaron ensayos in vitro en células provenientes de un total de 35 
pacientes con LLC, con 21 muestras de pacientes recién diagnosticados y 14 de 
pacientes en recaída, para analizar diferentes combinaciones de trióxido arsénico (ATO, 
1 pM) y fludarabina (1, 3 y 5 pM). Se detectó una interacción sinérgica entre ATO (1 
pM) y fludarabina (5 pM) que redujo significatvamente el efecto citotóxico mediante 
esta combinación, a diferencia del efecto de los fármacos individuales. Además, ATO 
potenció el efecto de la fludarabina, en pacientes que no respondieron a este fármaco 
en los ensayos in vitro. El estudio de los mecanismos celulares implicados en esta 
interacción sinérgica, mostró que la combinación estudiada de ATO y fludarabina, 
disminuyó la expresión de Akt y ERK fosforilados, así como también los ratios de 
Mcl-l/Bim y Bcl-2/Bax. Adicionalmente, esta combinación disminuyó parcialmente la 
resistencia del microambiente en los co-cultivos con estroma que se realizaron.
En conclusión, los resultados que se han obtenido utilizando bajas concentraciones de 
ATO, muestran que la investigación de esta combinación sinérgica y de los mecanismos 
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CLL remains an incurable disease, making it crucial to continue searching for new therapies efficient in all 
C IL  cases. We have studied the effect of combining arsenic trioxide (ATO) with fludarabine. a frontline 
drug in C LL We have found a synergistic interaction between 1 pM ATO and 5 pM fludarabine that 
significantly enhanced the cytotoxic effect of the individual drugs. Importantly. ATO sensitized 
fludarabine-resistant cells to the action of this drug. The mechanism behind this effect included the 
downnegulation of phospho-Akt, phospho-ERK, and the Mcl-l/Bim and Bcl-2/Bax ratios. The combina­
tion of ATO and fludarabine partially overcame the survival effect induced by co-culturing CLL cells with 
stromal cells. Therefore, low concentrations of ATO combined with fludarabine may be an efficient 
therapeutic strategy in C U  patients.
© 2015 Elsevier In c  All rights reserved.
1. Introduction
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the 
accumulation of CD5+ B-lymphocytes in peripheral blood and 
lymphoid tissues [1.2]. Albeit being a common type of leukemia. 
CLL remains uncurable. Current therapies include the use of the 
purine analogue fludarabine, alone or combined with anti-CD20 
monoclonal antibodies or kinase inhibitors [3-5). Although these 
treatments control the disease in many cases, pa dents carrying bad 
prognostic markers (dell7p13, unmutated IgHv) do not respond 
well to therapy, making it crucial to continue searching for new 
compounds, efficient in CLL padents who have indication for 
treatment
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a  28040 Madrid. Spain.
♦♦ Corresponding author. Hematology Department. Hospital Universitario Puerta 
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E-mail addresses: agarciapardo&cih.csic.es (A  García-Pardo), jagarciarrviîaehh. 
org (JA . Garcia-Ma roo).
1 These authors contributed equally to this work.
2 These two senior authors contributed equally to this work.
http://dxdoi.org/10.l016/jijbrc20l5.04.00?
0006-291 X/e 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.
Arsenic trioxide (ATO) is a successful treatment for acute pro- 
myelocytic leukemia and it is being trialed for its possible use in 
ocher hematologic and non-hcmatologic malignancies, generally in 
combined therapies (6-8). We and others have shown that ATO, at 
2 -4  pM concentration or higher, effectively induces in vitro 
apoptosis of CLL cells, including those cases with unfavorable 
prognosis [9-11]. It is not known whether the combination of low 
doses of ATO with the frontline therapeutic agent fludarabine, 
could be an efficient treatment for CLL. particularly in those cases 
with known resistance to fludarabine In the present report we 
show that 1 pM ATO synergistically interacts with fludarabine and 
enhances the cytotoxic effect of fludarabine on all CLL cases studied. 
We further show that this is due to the down-regulation of 
important survival pathways and that the combination of ATO and 
fludarabine partially overcomes the CLL cell survival effect induced 
by stroma.
2. Materials and methods
2.1. Patients, cells and cell cultures
Approval was obtained from the Hospital Puerta de Hierro and 
the CSIC Bioethics Review Boards for these studies. All patients
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signed an informed consent before blood was drawa B-lympho- 
cytes were purified from the 35 CLL samples listed in Table 1 by 
centrifugation using Ficoll gradient {Rafcr, S.L Zaragoza, Spain). 
The resulting B cell population was >90% CD19+, determined on a 
BD FACScalibur flow cytometer (San Jose, CA. USA). The human 
stromal cell lines HS-5 (fibroblasto id) a rid HS-27A (epithelioid) [ 12] 
were purchased from ATCC (Manassas, VA, USA) and cultured in 
RPMI/10% FBS. For CLL-stromal cell co-culture, stromal cells were 
seeded onto gelatin-coated wells for 4 -6  h and stimulated with 
15-20 ng/ml TNFa overnight at 37 °C, 5% CQz. CLL cells were added 
to the confluent stromal cell monolayers or cultured in suspension 
for comparison After 2 h at 37 °C,1 pM ATO, 5 pM fludarabine, both 
drugs together, or vehicle was added and ceils further incubated for 
48 h. CLL cells were gently collected with culture medium for 
further analyses.
2.2. Antibodies and reagents
Rabbit polyclonal antibodies (RpAbs) to Mcl-1 (sc-819), Bax (sc- 
526) and mouse monoclonal Ab (mAb) to Bcl-2 (sc-509) were from 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). RpAb to Bim (559685) 
was from BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ). Anti-vinculin mAb 
(V9131 ) was fromSigma-Aldrich (St. Louis, MO). Anti-phospho-Akt 
(Thr308) and phospho-ERKl/2 (Thr202/Tyr204) RpAbs were from 
Cell Signaling Technology Inc (Beverly, MA). HRP-labelled Abs to 
rabbit or mouse immunoglobulins were from Dako (Glostrup, 
Denmark). Arsenic trioxide (ATO) and fludarabine were from 
Sigma-Aid rich.
2 .1  Analysis o f ceil viability
2 X 105 CLL cells, cultured for48 hin suspension or with stroma, 
and with or without drugs, were suspended in 300 pi binding 
buffer (Immunostep, Salamanca, Spain) containing 1 pi FITC- 
Annexin V and 1.5 pg/ml propidum iodide (PI). Cell viability was 
determined using a five-color flow cytometer (FC 500; Beckman 
Coulter Inc, Fullerton, CA, USA). Data were analyzed using the 
CompuSyn software (BioSoft, Cambridge, UK), which allows the 
calculation of the combination index based on the algorithm of 
Chou and Talalay [ 13). Combination index values <1 indicate syn­
ergism. values = 1 indicate additivity, and >1, antagonism.
2.4 Western blotting
These assays were performed exactly as previously described 
[11]. Protein bands were developed using the enhanced chem- 
iiuminiscent detecdon method (GE Flealthcarc Europe GmbH. 
Barcelona, Spain) and quantitated using the MultiGauge V3.0 pro­
gram (Fujifilm Global Lifescience, Düsseldorf, Germany). Protein 
load was corrected using vinculin as internal standard.
2.5. Mutational analysis
ATM  (exons 2-63) and BIRC3 genes (exons 6 -9 ) were analyzed 
by High-resolution melting (HRM) analysis using the LightCycler 
480 plataform (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and 
Sanger sequencing using the BigDye Terminator Chemistry and an
lablc1
Clinical characteristics of CLL patienti
Patient Sex/Age Stage2 IGFtV status CD38/ZAP70“ TP53 ATM BIRG SF3BI NOTCH1 llq Therapy
PI Matc/57 A/0 M -/N D ND/dcl- UM UM UM UM del- No
P2 Female/54 A/0 M -/N D WT/del- UM UM UM UM del- No
P3 Malei«? B/ll UM -/ + W T/dd- UM M UM UM del- No
P4 Male/67 A/0 UM -/ + WT/del- UM UM UM UM del- No
P5 Malc/54 A/l M -/ + ND/del- UM UM UM UM del- No
PC Malc/43 B/ll UM -/ + WT/del- UM UM UM UM del- No
P7 Female/53 A/0 UM *“ /+ WT/del- UM UM UM UM del- No
P8 Femalc/52 A/0 M ND/ND ND/dcl- UM UM UM UM del- No
P9 Male/58 A/l UM -1 + ND/dcl- UM UM UM UM del-*- No
P10 Male/74 A/0 M + h ND/dcl- UM UM UM UM del- No
P11 Female/42 B/l M -/ + WT/del- UM UM UM UM del- No
P12 Female/59 A/0 M -/ + W T/dd- M UM UM UM del- No
P13 Malc/73 A/0 UM -/ + M/del- M UM UM UM del- No
P14 Malc/57 B/ll UM -/ + WT/del- UM UM UM UM del- No
P15 Male/64 B/ll UM -/N D M/del- ND ND UM UM del- No
P16 Female/55 B/ll M -/ + M/del- ND ND UM UM del- No
P17 Male/47 A/0 ND - / - WT/del- ND ND UM UM del- No
P18 Male,75 A/l ND ND/dd- ND ND UM UM del- No
P19 Femalc/72 A/0 M -1 + WT/del- UM UM UM UM del- No
P20 Female/69 B/ll ND -/ + ND/del- ND ND UM UM del* No
P21 Male,«5 A/tl ND -/N D ND/del- ND ND ND ND del- No
P22 Female/72 A/0 M -/ + wr/dd- UM UM UM UM del- CH
P23 Malc/44 B/l UM +/+ M'/del- UM UM UM UM del- F
P24 Femalc/6B A/0 UM -/ + WT/del- UM UM UM UM del- CH
P25 Fe male/67 A/tl UM +/ND W T/dd- UM UM UM UM del- FC
P26 Fernale/65 A/l M M/dd- UM UM M UM del- Benda
P27 Male/50 A/0 M -/ + ND/dd- UM UM UM UM del- FCR *  Rm
P28 Male/68 A/0 M - / - W T/dd- UM UM M ND del- FC
P29 Female/53 A/0 UM -/N D M*/del- UM UM M UM del- FC
P30 Male/46 A/0 UM +/+ WT/del- UM UM UM M del- FC
P31 Malc/49 A/l UM +/+ W T/dd- M UM UM M del* CH
P32 Male/46 A/tl M +/+ W T/dd- M UM UM M del- FC-Alcm
P33 Male/64 B/l UM -/ N D W T/dd- M M UM UM del* FC
P34 Malc/69 B/ll UM -/ + ND/del- UM UM UM UM d e l- FCR
P35 Male,«5 A/0 UM + / - W T/dd- ND ND UM UM del- F
IGHV. inmunoglobulin heavy variable gene: W T, wild type: ht Mutated: M*. acquired mutation: UM, unmulalcd: CH. Chlorambucil: F. Fludarabine: Benda, Bcndamustíne: 
FC Fludarabine +  Cyclophosphamide; FCR. Fludarabine +  Cyclophosphamide +  Rltuxlmab: Rm, Rltuximab maintenance: Alem. Alemtuzumab: ND, Not determined. 
a Clinical stage according to references 112}.
h The coexpression of CD38 and ZAP-70 has clinical prognostic value 112].
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ABIPrism 3130 automated DNA sequencer {Applied Biosystems. 
Foster City. CA). NOTCH 1 (p.P2515fs*4) and SF3B1 genes (p.K700E) 
were studied by qbiomarker somatic mutation PCR assay (SABio- 
sciences, Qiagen, Hilden. Germany) using 7500 RT-PCR (Applied 
Biosystems) (14).
2.6. Statistical analyses
Statistical significance of the data was determined using the 
two-tailed Student’s t-test. A p value of <0.05 was considered 
significant Analyses were performed using the GraphPad InStat 
v3.06 software (GraphPad Software. San Diego. CA. USA).
3. Results
3.1. 1. ATO enhances the cytotoxic effect of fludarabine in CLL cells
To determine whether ATO enhanced the cytotoxic activity of 
drugs currently used for the treatment of CLL CLL cells from pre­
viously untreated (UT. n =  14) or treated (T. n =  13) patients 
(Table 1) were incubated with 1 pM ATO alone or combined with 
increasing doses of fludarabine. After 48 h, cell viability was 
measured by flow cytometry using Annexin V and PI. The average 
constitutive viability of these samples was 86% (UT patients) and 
84% (T patients) and was normalized to 100. Fig. 1A shows for both 
cases that ATO alone had a limited effect, reducing viability by 25% 
and 21%, respectively. Hudarabine alone decreased viability in a 
dose-dependent manner leading to 50% (UT patients) and 51% (T 
patients) at 5 pM concentratioa The combination of ATO and flu- 
darabinc significantly increased their individual effect at all con­
centrations of fludarabine tested, resulting in 26% ( UT patients) and 
42% (T patients) at the highest dose of fludarabine tested.
We next analyzed whether the interaction of ATO and fludar­
abine was synergistic or additive by calculating the combination 
index using the CompuSyn software. In samples from UT patients, 
the interaction of both drugs was additive for 1 pM fludarabine and 
synergistic for the higher concentrations of 3 and 5 pM (Fig. IB). 
However, in samples from T patients, the combination of ATO with 
1 or 3 pM fludarabine was synergistic while the combination with 
5 pM fludarabine was additive (Fig. 1B). reflecting the differential 
response of the two groups of patients.
To then determine whether ATO was able to sensitize 
fludarabine-resistant cells to the action of this drug, we selected 
samples from both UT(P3, P5. P9. PIO. P11 ) and T patients (P23, P26, 
P27, P29, P31) that responded poorly to fludarabine. Fig. 1C shows 
that fludarabine alone was highly inefficient as at the highest con- 
ccntrationcell viability remained at 81% and 85%, respectively, for UT 
and T samples. Likewise. 1 pM ATO alone rendered cell viability 
values of 77% and 86%, respectively, for UT and T samples. Combi­
nation of several doses of fludarabine with 1 pM ATO significantly 
decreased cellviabilityatall points tested, reaching36%(UTsamples) 
and69%(Tsamples) at 5 pM fludarabine (Fig. 1C). For Tsamples, the 
most efficient combination was 1 pM ATO/1 pM fludarabine The 
interaction of ATO and fludarabine in these groups of patients fol­
lowed the same synergistic or additive pattern described above 
except that for UT samples, the combination of 1 pM ATO/1 pM flu­
darabine was also synergistic (Fig. 1D). Altogether these results 
indicated that low concentrations of ATO potentiated the effect of 
fludarabine. both in UTandT samples, leading to increased cell death.
32. The combination of ATO and fludarabine down-regulates 
surviwl pathways in CLL cells
To gain some insights on the mechanisms accounting for the 
synergistic cytotoxic effect of ATO and fludarabine, we analyzed the
possible regulation of well-known molecules involved in CLL sur­
vival. CLL cells from several UT patients were treated with either 
1 pM ATO, 5 pM fludarabine or both drugs together. After 48 h. cells 
were lysed and analyzed by Western blotting. Fig. 2 shows the re­
sults of two representative samples and the quantitation of all 
samples studied. As observed, the phosho-Akt kinase was not 
down-regulated by ATO or fludarabine alone, but it was reduced 
1.9-fold by combining both drugs (Fig. 2A, B). Likewise, ATO or 
fludarabine alone decreased phospho-ERK levels 1.5-fold, but the 
combination of both drugs led to a significant 4.2-fold reduction 
(Fig. 2A, B).
We also analyzed the regulation of Bel-2 family proteins, which 
are major players in survival /apoptosis [15], The anti-apoptotic 
proteins Mcl-1 and Bcl-2 were clearly down-regulated when ATO 
and fludarabine were used together, although the effect was not 
statistically significant in the case of Mcl-1, compared to the effect 
of fludarabine alone (Fig. 2C). The pro-apoptotic members Bim and 
Bax were not modulated by ATO or fludarabine alone or combined 
(Fig. 2C). Because regulation of cell apoptosis/survival by Bcl-2 
family proteins is determined by the balance of anti-apoptotic 
and pro-apoptotic members (15), we also measured the ratios of 
well-known partners of this family. Fig. 2D shows that the Mcl-1/ 
Bim and Bcl-2 /Bax ratios were significantly down-regulated by 
the combination of ATO and fludarabine, compared to the effect of 
the individual drugs. These results therefore indicated that ATO 
enhanced the effect of fludarabine by further inactivating kinases 
and Bcl-2 proteins involved in CLL cell survivaL
33. The combination of ATO and fludambine partially overcomes 
the CLL drug-resistance effect induced by stromal cells
Given the relevant role of the microenvironment in inducing 
survival pathways and drug resistance in CLL cells (16,17), we 
studied whether the synergistic combination of 1 pM ATOand 5 pM 
fludarabine overcame this resistance. CLL cells were cultured alone 
or in the presence of HS-5 or HS-27A stromal cells and treated with 
ATO, fludarabine or both drugs together. After 48 h CLL cell viability 
was determined by flow cytometry. The viability of control, un­
treated, cells in all cases was normalized to 100. In the absence of 
stroma, the combination of both drugs significantly enhanced the 
cytotoxic effect of ATO or fludarabine alone, reducing the average 
viability to 28% (Fig. 3A). Co-culturing with stromal cells clearly 
protected CLL cells to the individual action of ATO or fludarabine, 
rendering viability values of 80-90% for both types of stromal cells 
(Fig. 3B and C). Combining both drpgs significantly reduced these 
percentages to 70%(HS-5 cells) and 74%{HS-27A cells), indicating 
that the synergistic interaction of ATO and fludarabine partially 
overcame the survival effect induced by stroma.
4. Discussion
CLL remains an incurable disease and current therapies and 
clinical trials mostty rely on the use of combined therapies ( 1—4). 
ATO may be a good compound to use in these therapies, due to its 
demonstrated effectiveness in all CLL cases, regardless of their 
prognostic markers (9-11). Indeed, a previous study showed that 
ATO, at 2—4 pM. preferentially induced apoptosis in CLL samples 
from patients with unfavorable prognosis, including those that 
were resistant to fludarabine (9). Using a different strategy, con­
sisting in combining ATO and fludarabine, we now show for the 
first time that 1 pM ATO was synergistic with certain concentra­
tions of fludarabine and sufficient to sensitize fludarabine-resistant 
CLL cells to this drug. Interestingly, samples from previously un­
treated or treated patients responded well to this drug combina­
tion, although the effect on treated patients was moderate. Another
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Fig. I. Increased cytotoxicity against CLL cells by the combination of ATO and fludarablne. (A) 2 x JO5 CLL cells from untreated (U T) or treated (T ) patients were Incubated with 
medium (control. Cll), vehide (Veh) or 1 pM ATO plus the Indicated concentrations of fludarablne(Fluda). After 48 h. cell viability was determined by flow cytometry. Cell viability 
in the presence of 1 pM ATO alone (UT: 75*: T: 79*) is indicated by the doited line. (B) Combination Index values wete calculated using theCompuSy n software. Graphs for UT and T  
samples represent the means of the Indicated number of CLL samples, each with duplicatedetermlnalions. (C) CLLcells from UTand T  patienlsthat responded poorly to fludarabhu- 
were selected and treated with 1 pM ATO and the Indicated concentrations of fludarablne. After 48 h cell viability was measured as explained. (D) Combination index analyses of the 
samples studied In (C) were calculated as above. *, p < 0.05; **. p <  0.01.
difference between the two groups of patients was the dose of ATO 
at which synergism with fludarabine was observed. These differ­
ences probably reflect the more advanced disease (genetic modi­
fications, clonal evolution, etc) in the case of treated patients. In 
agreement with this, we mostly observed NOTCH1 and SF3B1 
mutations, relevant for CLL pathology [ IS], within the group of 
treated samples (see Table 1).
Our results are in agreement with previous in vitro studies in 
which ATO was tested in combined therapies in several
malignancies. These include the combination with interferon-a for 
aggressive T-ccll leukemia/lymphoma [19), or with phytosphingo- 
sine for myeloid leukemia cells [20). ATO has also been tested in 
combination with kinase inhibitors, oxidative stress modulators 
and chemotherapeutic drugs, generally with good results [21,22). 
Perhaps the best established is the combination of ATO and all- 
trans retinoic add, already in clinical trials and shown to be 
extremely effective for the treatment of acute promyelocytic leu­
kemia [23,24). In line with these studies, we now report that the
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Fig. 2. Survival pathways affected by the combination ATO-fludarabineinCLLcells.(A) 10 x ltf  CLL cells from two representative samples were treated with or without I (iM ATO. 
5 pM fludarabine or both drugs together for 48 h. Cells were lysed and lysates analyzed by Western blotting, using vinculin as Internal standard. (B) Relative expression levels of 
phospho-Akt and phospho-ERK. quantitated by chemiluminiscence after normaltring control values to l  (C) Quantitation of the protein bands corresponding to the Bcl-2 family 
proteins shown In (A). (D ) Quantitation of the indicated ratios. *. p < 0.05: " ,  p < 0.01.
novel combination of very low concentrations of ATO and fludar- 
abine may constitute a promising and effective alternative for the 
treatment of either naïve or relapsed/rcfractory patients with CLL 
Analysis of the possible mechanisms accounting for the 
enhanced cytotoxic effect of ATO +  fludarabine revealed the 
involvement of the Akt and ERK pathways. Indeed, phosphorylation 
of both kinases was significantly down-regulated when both drugs 
were used together. Akt has been linked to the action of ATO since 
several reports have shown that inhibitors of this kinase increase 
the cytotoxic effect of ATO in myeloid and other cell types [25-27]. 
In the case of CLL we have shown that 3 pM ATO downregulated 
phospho-Akt, facilitating apoptosis [10], Although the regulation of 
ERK by ATO appears to be more complex [28], it is dear from our 
present results that 1 pM ATO combined with fludarabine
significantly dephosphorylatcs ERK. Therefore, the observed 
enhancement of CLL cell apoptosis when both drugs aie present is 
likely due to the down-modulation of the Akt and ERK survival 
pathways.
Additional mechanistic insights were obtained by studying the 
possible regulation of some Bcl-2 family members known to be 
important for CLL cell survival [29]. Our results show that the 
expression of the anti-apoptotic proteins Mcl-1 and Bcl-2 clearly 
decreased upon treatment with ATO and fludarabine Interesting, 
Mcl-1 (and possibly Bcl-2) is a downstream target of Akt [30], 
Additionally, the ratio with their corresponding pro-apoptotic 
partners Bim and Bax. was also downregulated by the combina­
tion of ATO and fludarabine. These results strongly suggest that the 



















Fig. 3. The combination of ATO and fludarabine partially overcomes the survival effect of stroma. 2 x 10s CLL cells were Incubated in suspension or with stromal cells, with or 
without I (iM ATO. 5 |iM fludarabine or both drugs together. After 48 h, CLL tells were recovered and their viability mesured by flow cytometry. Cell viability of control, untreated, 
cells in each case was normalized to 100. \  p < 0.05: **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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fludarabinc involves down-regulation of crucial survival pathways. 
Importantly, modulation of these pathways was not achieved by 
the individual drugs, further demonstrating the synergistic action 
of ATO and (ludarabine.
A crucial component to take into account when studying the 
action of drugs in CLL and other cells is the effect of the microen­
vironment, which activate survival signals on the malignant cells 
that favor drug resistance [16,17], Using co-cultures of CLL and 
stromal cells we show in this report that the combination of ATO 
and fludarabinc partially overcomes the survival effect of the 
stroma. Although these conditions would have to be further studied 
so that the stroma effect can be completely suppressed, our results 
are very encouraging, considering the low concentration of ATO 
employed in our study. In summary, our current findings indicate 
that ATO in combination with fludarabinc may be an efficient and 
novel therapeutic strategy for all cases of CLL, including those with 
unfavorable prognosis.
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La LLC es una enfermedad con elevada heterogeneidad clínica y molecular, que 
hace difícil predecir el curso clínico de la misma y la respuesta al tratamiento. Los 
actuales factores de riesgo no son completamente eficaces para predecir la progresión 
y la quimio-refractariedad de los pacientes. Esto, unido a la resistencia frente a los 
fármacos, o en algunos casos, la excesiva toxicidad de los tratamientos, lleva a la 
necesidad de la identificación de nuevos marcadores con valor pronóstico que 
permitan seleccionar en etapas tempranas, a los pacientes que puedan beneficiarse 
del tratamiento. En la presente tesis doctoral, hemos analizado el impacto pronóstico 
de la variabilidad genética del gen VEGFA, el impacto mutacional de los genes ATM, 
BIRC3, SF3B1 y NOTCH1 implicados en la patogénesis de la LLC y combinaciones de 
fármacos para evaluar su potencial efecto sinérgico en pacientes con características 
moleculares de pronóstico adverso.
La relación entre los polimorfismos genéticos del gen VEGFA y la variación en su 
expresión, representa un área de estudio relevante al ser uno de los factores 
angiogénicos más potentes que se conocen. En nuestro trabajo, evaluamos por 
primera vez en una cohorte de población española, la variabilidad genética del gen 
VEGFA y su influencia tanto en la predisposición a la LLC como en el curso clínico de la 
enfermedad. En 239 pacientes recién diagnosticados y 183 individuos sanos, 
analizamos los polimorfismos rs699947 (-1540C>A), rs833061 (-460T>C), rs2010963 
(405C>G), rs25648 (1032OT) y rs3025039 (1689C>T). El análisis mostró una 
distribución similar en las frecuencias alélicas, genotípicas y haplotípicas entre la 
cohorte de pacientes con LLC y la serie control. Además, las frecuencias polimórficas 
concordaron con otras series, también de origen caucásico, publicadas en poblaciones 
de la misma etnia [362]. De nuestros resultados se deriva que las vanantes analizadas 
no se asocian con ningún incremento de riesgo para desarrollar la enfermedad y por 
tanto, la diversidad genética del gen VEGFA no parece influenciar el desarrollo de la 
LLC en la población española. Góra-Tybor, en un estudio caso-control reciente de 
pacientes de LLC, detectó que el SNP rs3025039, al igual que en nuestros estudios,
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presentó una distribución similar al grupo control. Sin embargo, detectaron que 
pacientes con el alelo C del SNP rs2010963 (405OG) presentaban un riesgo 
incrementado en la predisposición para la LLC [276]. No obstante, los resultados en 
dicho trabajo fueron detectados en el límite del nivel de significación estadística, con 
un bajo número de polimorfismos analizados y además, no fueron realizados análisis 
haplotípicos entre las variantes, al no detectar ningún desequilibrio de ligamiento 
entre ellas. En otro estudio, el alelo T del SNP rs3025039 fue más frecuente en 
pacientes de LLC respecto a individuos sanos, con una asociación significativa en 
pacientes con estadios avanzados (Rai lll/IV) [375]. Por tanto, aunque nosotros no 
hemos detectado diferencias entre el grupo de pacientes y el grupo control, para 
esclarecer el impacto de los polimorfismos de VEGFA en el desarrollo de la LLC, sería 
necesario el estudio de más variantes polimórficas en otras series. En este sentido, 
nuestro estudio caso-control aporta información no descrita previamente, siendo 
relevante al haber pocas publicaciones que evalúen la diversidad genética de VEGFA en 
la susceptibilidad a LLC [276, 375],
Con la finalidad de analizar en mayor profundidad la variabilidad genética de 
VEGFA, se evaluó el impacto de los polimorfismos del gen VEGFA en la cohorte de 
pacientes con LLC. El haplotipo ACG en homocigosis (genotipo ACG +/+) formado por los 
loci rs699947, rs833061 y rs2010963, afectó significativamente la supervivencia de los 
pacientes (SG media: 84.3 meses) en comparación con otros genotipos (SG media 
173.1 meses) y de forma independiente a otros factores de riesgo, identificando al 
genotipo ACG +/+ como un predictor relevante e independiente sobre la SG. En este 
sentido, otro estudio describió un efecto significativo entre estas variantes y la 
supervivencia de pacientes con leucemia mieloide aguda. En este caso, el análisis del 
haplotipo CTG de los SNPs rs699947/rs833061/rs2010963 y del genotipo CC del SNP 
rs3025039, mostró una influencia sobre la supervivencia de los pacientes, 
concretamente en la supervivencia libre de progresión (SLP), la supervivencia libre de 
eventos (SLE) y la SG [382].
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Se ha descrito que la región flanqueante 5' del gen VEGFA, altamente variable, 
contiene polimorfismos con niveles de ligamiento elevados que dificultan la 
caracterización de este gen en la región promotora. Sin embargo, algunos de estos 
ligamientos se han preservado, asociándose con diferentes patologías y con un 
incremento en la expresión de VEGFA [377, 378]. De hecho, se ha descrito que los 
alelos A de rs699947 y C de rs833061 se han asociado con una inserción de 18 
nucleótidos que potencialmente podría modificar la unión de otros factores al 
promotor del gen VEGFA, por tanto, esta alteración genética podría ser responsable 
del aumento de expresión de VEGFA [379] y una posible explicación molecular a 
nuestros resultados. De esta manera, una menor supervivencia asociada al genotipo 
ACG~/+, podría relacionarse con un incremento de la angiogénesis como consecuencia 
de una mayor expresión génica asociada a este haplotipo. Por otra parte, aunque la 
mayoría de las funciones de VEGFA se centran en el endotelio vascular como factor 
pro-angiogénico, también desempeña diferentes funciones que favorecen la 
proliferación de las células tumorales. Así, una elevada expresión de VEGFA asociada 
al genotipo ACG+/+ podría influenciar otros mecanismos que se han descrito implicados 
en la patogénesis y progresión de la LLC mediante la expresión de VEGFA, como el 
incremento de la resistencia a la apoptosis [294], la motilidad celular [297] o la 
influencia del microambiente [301-302].
Sin embargo, lo anteriormente expuesto, constituye una posible explicación 
biológica para los resultados detectados en este trabajo, por ello, sería necesario 
analizar los niveles de expresión de VEGFA en pacientes con genotipo ACG+/+. Además, 
sería interesante evaluar la asociación de este genotipo en relación a mecanismos de 
resistencia asociados al microambiente tumoral y a la apoptosis de las células de LLC. 
En este sentido, en una fase posterior de este trabajo, se analizó si la presencia de 
alteraciones moleculares de pronóstico adverso, modificaban la respuesta apoptótica 
frente a determinados fármacos, evaluando también la resistencia ejercida por el 
microambiente tumoral. En este caso, no se identificaron suficientes muestras con el 
genotipo ACG+/+como para incluir esta variable en el análisis. Teniendo en cuenta esta
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limitación del estudio, sería necesario realizar estos análisis en una cohorte de LLC con 
un mayor número de pacientes que presentaran este genotipo.
Para ampliar el conocimiento de la genética de VEGFA y su impacto en la 
supervivencia, se analizaron diferentes subgrupos de pacientes de LLC en base a 
diferentes parámetros clínicos y moleculares, mostrándose una asociación significativa 
entre el genotipo ACG+/+y el estado no mutado de los genes IgVH (IgVH-UM), un 
marcador molecular de gran relevancia en LLC por su correlación con un curso más 
agresivo de la enfermedad [60-65]. En relación a este resultado, Maffei y 
colaboradores [287] describieron un incremento de la vascularización en el grupo de 
pacientes con IgVH-UM, estableciendo una relación entre este fenotipo y un 
microambiente angiogénico más agresivo. Este estudio podría apoyar nuestros 
resultados sobre la asociación detectada entre el genotipo ACG+/+ y el subgrupo de 
pacientes con IgVH-UM. Por otro lado, cuando se analizó la influencia del genotipo 
ACG+/+ en la supervivencia de los pacientes con el estado mutacional de los genes 
IgVH-M y UM, sólo se detectó una menor SG en el grupo con IgVH-M. Del mismo modo, 
pacientes con el genotipo ACG+/+ presentaron una menor supervivencia cuando se 
analizaron otras variables de pronóstico indolente como anormalidades genéticas de 
pronóstico favorable (deleción 13q de forma aislada) o de bajo riesgo (cariotipo 
normal y trisomia 12), estadio clínico A de Binet, expresión negativa de CD38 y edad 
temprana al diagnóstico. De forma destacada, estos resultados señalan una potencial 
utilidad clínica de los polimorfismos genéticos del gen VEGFA como factores 
predictivos en la detección de una menor supervivencia en pacientes con 
características indolentes, lo que permitiría afinar la clasificación de este grupo de 
pacientes dentro de la LLC. Además, nuestros resultados mostraron que la detección 
de los polimorfismos genéticos mediante la discriminación alélica por PCR a tiempo 
real, proporciona un método rápido y fácilmente reproducible, que debe tenerse en 
cuenta para su potencial uso en la práctica clínica.
Aunque en nuestro estudio, la presencia del genotipo ACG+/+ no se correlacionó 
con una menor supervivencia en pacientes con características de pronóstico adverso,
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esta observación pudo ser más aparente que real. Cuando se analizó el genotipo 
ACG+/+ en subgrupos de pacientes con características de pronóstico adverso, el mayor 
efecto de estas alteraciones en la supervivencia, pudo enmascarar diferencias en la 
supervivencia asociada a este genotipo. Pepper y colaboradores [376], en contraste 
con nuestros resultados, detectaron un aumento de la expresión de VEGFA en células 
de LLC con altos niveles de CD38. Esta elevada expresión se asoció con un incremento 
en la expresión de la proteína anti-apoptótica Mcl-1 y con una disminución en la 
supervivencia de los pacientes con expresión positiva de CD38, un marcador de 
pronóstico desfavorable. Sin embargo, hemos detectado una distribución similar en los 
polimorfismos del gen VEGFA en pacientes con diferentes niveles de expresión de 
CD38, lo que sugiere que el incremento de expresión de VEGFA en este subgrupo 
podría no relacionarse con el perfil genético del gen VEGFA.
Para confirmar las diferencias detectadas en relación a la supervivencia, sería 
necesario analizar una cohorte independiente de pacientes, ya que no fue posible con 
el número de muestras disponibles durante esta fase del estudio. De esta manera, 
para validar nuestros resultados deberían realizarse un mayor número de estudios en 
otras cohortes de LLC. Además sería relevante, analizar la influencia de la variabilidad 
genética del gen VEGFA en otros grupos étnicos. Como se ha mencionado 
anteriormente, son muy pocos los estudios realizados en LLC que muestran cómo la 
variabilidad genética del gen VEGFA influye sobre los niveles de expresión y la 
patogénesis de la LLC [276, 375].
Las implicaciones del incremento de la vascularización en la médula ósea se han 
descrito en el pronóstico de enfermedades hematológicas [380, 381], lo que ha 
conducido al estudio del significado clínico de la genética del gen VEGFA en neoplasias 
como la leucemia mieloide crónica [383] y el linfoma no Hodgkin [385, 386], descritas 
en el artículo I de la presente tesis. Además, en un estudio caso-control reciente, el 
genotipo CT del SNP rs3025039, se asoció con un efecto aditivo relacionado con el 
riesgo a la leucemia mieloide crónica [384]. Por otra parte, las células de LLC 
presentaron una elevada expresión de VEGFR2 en suero, en comparación con los
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individuos sanos [276], asociándose con linfocitosis, anemia severa, niveles elevados 
de ß2-microglobulina, estadios avanzados y una menor supervivencia en pacientes con 
LLC [274, 281, 288]. Estos resultados apoyaron la importante función de la interacción 
VEGFA/VEGFR2 en el curso de la LLC, sugiriendo que la evaluación de los 
polimorfismos del gen VEGFR2, también debería tenerse en cuenta sobre el impacto 
pronóstico en la LLC.
Otras investigaciones han mostrado que la alteración de los factores pro- 
angiogénicos puede inhibir la densidad y el crecimiento de los vasos sanguíneos en el 
tumor, y que la combinación de agentes anti-angiogénicos con otros fármacos tuvo 
efectos sinérgicos para alcanzar tasas de respuesta completa en tumores sólidos. Los 
resultados del primer ensayo clínico evaluando la terapia anti-VEGF con Bevazicumab, 
un inhibidor de la angiogénesis que bloquea VEGF, indicaron una pérdida de eficacia 
en los pacientes de LLC en recaída o refractarios al tratamiento [387]. Sin embargo, 
una investigación posterior con Bevazicumab en experimentos in vitro con células de 
LLC [323], demostró por primera vez un incremento citotóxico significativo en 
combinación con Rituximab, Alemtuzumab y Rapamicina, comparado con el efecto de 
los fármacos individuales. Aunque estudios futuros deberán confirmar esos datos, la 
combinación de fármacos anti-VEGF con tratamientos convencionales podría 
representar una prometedora estrategia terapéutica en la LLC. En este sentido, los 
resultados que hemos obtenido sobre determinados polimorfismos genéticos del gen 
VEGFA y su influencia en la supervivencia, indican su utilidad potencial a nivel clínico 
que junto a otros parámetros, podrían emplearse como marcadores genéticos con 
impacto pronóstico en la LLC y como posibles marcadores de eficacia clínica con 
fármacos dirigidos contra VEGF o contra su receptor VEGFR, para prevenir la 
progresión de la leucemia [305].
Continuando con el análisis restrospectivo de marcadores pronósticos en la LLC, 
se analizó una cohorte de 118 pacientes al diagnóstico, con un mayor número de casos 
con deleción l lq  (40/118, 33.9%). En esta fase del estudio, se realizó un cribado 
molecular del gen ATM mediante HRM. Se detectaron 155 muestras que presentaban
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potencialmente variantes genéticas. De ellas, 135 (87.1%) fueron confirmadas por 
secuenciación. La detección de un mayor número de muestras respecto a las 
confirmadas, puede indicar una sensibilidad mayor de la técnica HRM. El límite de 
detección del 6% de alelo mutado, que establecimos previamente, se mostró en 
consonancia con el límite detectado en un estudio reciente de detección mutacional 
mediante HRM [388], además, fue superior al límite de detección del 20% descrito 
para la secuenciación [389]. La heterogeneidad genética reportada en diferentes tipos 
de cáncer por estudios genómicos recientes [390, 391] y la presencia de mutaciones 
clonales y subclonales descritas en la LLC [392, 393], muestra la importancia de 
técnicas de mayor sensibilidad como el HRM, que permitan la detección de mutaciones 
durante la evolución clonal de la enfermedad.
En nuestro estudio detectamos que las mutaciones de los genes ATM y BIRC3, 
el estado mutacional de los genes IgVH-UM, el cariotipo complejo y el estadio clínico 
avanzado, se asociaron con la deleción l lq ,  en consonancia con otros estudios 
descritos en la LLC [123, 394]. Además, de forma similar a un estudio previo, en el 
análisis no se detectó ninguna asociación significativa entre las mutaciones del gen 
ATM y el resto de variables clínicas y biológicas que se estudiaron [122]. Sin embargo, 
nuestros resultados mostraron que las mutaciones del gen ATM en pacientes con 
deleción l lq  de reciente diagnóstico, se asociaron de forma significativa e 
independiente con un riesgo de muerte mayor comparado a otros factores de riesgo 
desfavorable como, la deleción l l q  de forma aislada, genes IgVH-UM, edad superior a 
65 años, estadio clínico avanzado y cariotipo complejo. Por otro lado, se detectó que 
las mutaciones de los genes BIRC3, SF3B1 y NOTCH1 estuvieron asociadas con otras 
variables pronosticas de riesgo adverso, de forma similar a otras investigaciones 
descritas en pacientes de LLC [160, 164, 395, 396]. Además, en nuestra cohorte de 
pacientes, las mutaciones del gen BIRC3 (con y sin deleción l lq )  y las mutaciones de 




Cabe destacar, que son pocos los estudios que han examinado el impacto 
pronóstico de las mutaciones del gen ATM en una cohorte de pacientes de reciente 
diagnóstico con deleción l l q  [121, 395, 396]. De hecho, la mayoría de los estudios se 
han realizado en pacientes que, aunque no recibieron tratamiento previo, como 
consecuencia de haber progresado clínicamente, fueron seleccionados para recibir 
quimioterapia en primera línea de tratamiento, en el contexto del ensayo clínico LRF- 
CLL4 [122, 127, 394]. En este sentido, la importancia de los resultados obtenidos en 
nuestro estudio deriva de las características de la población estudiada, constituida por 
una cohorte consecutiva de pacientes recién diagnosticados, con un mayor número de 
pacientes con deleción l lq  y analizada durante un extenso tiempo de seguimiento (72 
meses). Asimismo, en el análisis de la evaluación del estatus mutacional del gen ATM, 
incluimos el estudio de genes recientemente implicados en la patogénesis de la LLC 
como BIRC3, SF3B1 y NOTCH1 [159, 163, 164, 392].
Rose-Zerilli y colaboradores, describieron que en pacientes en progresión 
clínica y estudiados antes de recibir tratamiento de primera línea, las mutaciones 
monoalélicas del gen ATM (presentes de forma aislada) no tuvieron ningún impacto en 
la supervivencia. En contraste, los pacientes con mutación ATM en combinación con la 
deleción l lq ,  mostraron un incremento significativo del riesgo de muerte similar al de 
los pacientes que presentaban sólo deleción l l q  o ninguna alteración (ATM wild-type) 
[127]. Sin embargo, el riesgo de muerte observado por los autores, fue 
aproximadamente cuatro veces menor respecto al que presentaron los pacientes con 
deleción p53. Por otro lado, en un estudio multivariante reciente no se detectó ningún 
impacto en la SG de los pacientes con ambas alteraciones de ATM comparado con los 
pacientes con deleción l lq  [31]. Estos resultados se diferencian de nuestro estudio, 
donde hemos detectado que los pacientes con alteraciones bialélicas del gen ATM al 
diagnóstico, presentaron de forma significativa un riesgo de muerte similar al de los 
pacientes con deleción p53, lo que es interesante resaltar ya que esta alteración 
molecular, junto con la mutación del gen TP53, presenta el fenotipo más agresivo en 
los pacientes con LLC [73, 139-141]. Estas diferencias podrían ser atribuibles a un 
mayor efecto de las alteraciones bialélicas del gen ATM en los pacientes estudiados al
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diagnóstico. Así mismo, no se detectaron pacientes con ambas alteraciones del gen 
ATM que presentaran adicionalmente deleción p53. Este hecho apoya nuestros 
resultados sobre el impacto pronóstico independiente de las mutaciones del gen ATM 
en los pacientes con deleción l l q  con respecto a los pacientes con deleción p53.
En nuestra serie también se detectó que las mutaciones monoalélicas del gen 
ATM, presentes como única anormalidad genética, no tuvieron ningún efecto en la 
supervivencia, destacando que el tiempo medio de seguimiento de estos pacientes fue 
de 84 meses [rango 45-106 meses]. Además, en concordancia con un estudio 
publicado recientemente, nuestro análisis mostró que el impacto del doble hit en la 
alteración del gen ATM (mutación y deleción l lq )  no influyó significativamente la SLT 
[396]. De esta manera, nuestros resultados manifiestan cómo la heterogeneidad 
molecular de la LLC influye en la supervivencia de diferentes subgrupos de pacientes, 
indicando la importancia de la identificación de nuevos marcadores pronósticos en 
etapas iniciales, que permitan evaluar su impacto en la progresión de la enfermedad. 
Por otra parte, considerando la baja frecuencia de los casos con deleción l l q  y 
mutación de ATM en los pacientes de reciente diagnóstico, sería necesario realizar 
estudios adicionales que incluyeran un mayor número de muestras con anormalidades 
bialélicas del gen ATM.
En las células de LLC, las deleciones l l q  son monoalélicas [125], y la pérdida de 
los alelos ATM debido a la deleción l lq  también incluye la pérdida de otros genes tales 
como el gen BIRC3 localizado dentro de la región l l q  [116, 129]. En nuestro estudio, 
las alteraciones bialélicas del gen BIRC3 no tuvieron un impacto relevante sobre la 
supervivencia de los pacientes en el modelo multivariante. Posiblemente como 
consecuencia del efecto de otros marcadores genéticos que contribuyeron al 
pronóstico adverso de los pacientes con mutación en el gen BIRC3 (7/7 pacientes 
tuvieron genes IgVH-UM, 6/7 tuvieron deleción l lq  y 3/7 mutación del gen ATM). 
Nuestros resultados están en consonancia con otro estudio reciente, donde la deleción 
y/o mutación del gen BIRC3 no tuvo un impacto en la supervivencia de pacientes en 
progresión [127]. Sin embargo, el mismo estudio observó que, en algunos casos con
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deleción l lq ,  no se detectó deleción de BIRC3. Por lo tanto, las alteraciones del gen 
BIRC3 al diagnóstico deberían ser confirmadas en otras series de pacientes con LLC 
para evaluar otros genes incluidos en esta región [116, 128].
La pérdida de la proteína ATM por la alteración bialélica del gen que la codifica, 
inhibe su función pro-apoptótica. Este hecho puede impedir que desarrolle una 
respuesta óptima a la quimioterapia convencional contribuyendo así, a la quimio- 
resistencia de las células de LLC. Se ha observado que, en pacientes con deleción l lq ,  
la adición de anticuerpos anti-CD20 a la quimioterapia mejora la SLP en una media de 3 
años [98]. Por lo tanto, en pacientes con deleción l lq ,  la identificación temprana de 
las mutaciones del gen ATM podría ser necesaria para la adecuada aplicación de 
quimio-inmunoterapia y para la elección de nuevas opciones terapéuticas dirigidas 
cuando se alcance la alteración bialélica del gen ATM.
En el presente estudio, los resultados obtenidos demuestran la relevancia de la 
identificación de determinadas variantes genéticas de VEGFA y de mutaciones del gen 
ATM, en el pronóstico de pacientes recién diagnosticados. Por otra parte, diversos 
componentes celulares implicados en el proceso de apoptosis que conforman el 
microambiente tumoral [228-230], se han asociado a la resistencia de diferentes 
fármacos [194-196, 206] y a un pronóstico adverso [192-193] en los pacientes con LLC. 
Además, las terapias actuales apoyan el uso de terapias combinadas como la estrategia 
más adecuada para el tratamiento en la LLC [8, 399, 400, 401]. De esta manera, hemos 
analizado combinaciones de fármacos para explorar diferentes vías biológicas 
implicadas en los mecanismos de resistencia y evaluar su interacción en respuesta a 
características moleculares de pronóstico adverso.
Estudios previos mostraron que la forodesina [336, 340] y el trióxido de 
arsénico (ATO) [354, 356] de forma individual, presentaron una eficaz actividad 
antitumoral in vitro en células de pacientes con LLC, por lo que fue una de las 
combinaciones seleccionadas para el estudio. Los resultados obtenidos de los ensayos 
dosis-respuesta in vitro, mostraron un tipo de interacción aditiva tanto en muestras de
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pacientes sin tratamiento previo como en muestras de pacientes en recaída. Además, 
al analizar el efecto citotóxico de los fármacos en función de las alteraciones 
moleculares de los pacientes, no se detectaron diferencias en la respuesta a los 
fármacos individuales o a la combinación. Estos resultados indicaron que la interacción 
de ambos fármacos en células de LLC, ejerce un efecto moderado sobre los 
mecanismos de supervivencia celular, destacando que esta interacción no se había 
descrito previamente en células de LLC. Sin embargo, nuestros resultados fueron 
diferentes a los publicados en un estudio previo con forodesina que, como agente 
único o en combinación con Bendamustina o Rituximab, fue altamente eficaz en 
células de LLC de pacientes refractarios a fludarabina, independientemente de los 
niveles de expresión de ZAP-70, CD38 y deleción en los genes TP53 y/o ATM [340]. Por 
el contrario, en un ensayo clínico realizado con forodesina en pacientes refractarios a 
fludarabina, los resultados de dicho estudio fueron limitados [341]. La forodesina fue 
capaz de eliminar selectivamente células de LLC en suspensión, sin embargo su 
actividad citotóxica disminuyó por la resistencia del microambiente celular [342]. Por 
otro lado, con los resultados moderados que obtuvimos estudiando la combinación de 
ATO y forodesina, no consideramos relevante el profundizar en las vías apoptóticas 
asociadas a este efecto.
ATO representa un buen componente para el uso de terapias combinadas, 
debido a su demostrada efectividad en todos los casos de LLC realizados in vitro, 
independientemente de sus marcadores pronósticos [402-404]. Además, un estudio 
previo mostró que ATO en concentraciones de 2 a 4 pM, preferencialmente induce 
apoptosis en muestras de pacientes con pronóstico desfavorable, incluyendo aquellos 
que fueron resistentes a fludarabina [402]. De esta manera, teniendo en cuenta los 
estudios previos que apoyaban la eficacia in vitro de ATO en células de LLC, estudiamos 
una estrategia diferente para analizar los mecanismos de resistencia mediante la 
combinación de ATO y fludarabina.
De forma destacada, nuestros resultados mostraron por primera vez que 1 pM 
de ATO alcanzó un efecto sinérgico en determinadas concentraciones de fludarabina y
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además, estas combinaciones fueron suficientes para sensibilizar a células de LLC 
resistentes a este fármaco. Asimismo, cabe destacar que tanto las muestras 
provenientes de pacientes no tratados como las de los pacientes en recaída, 
respondieron a esta combinación, aunque el efecto en estos últimos fue moderado. 
Otra diferencia que detectamos entre los dos grupos de pacientes analizados, fue la 
dosis de ATO a la que fue detectado el efecto sinérgico en combinación con 
fludarabina. Las diferencias en el efecto citotóxico entre ambos grupos, 
probablemente sea consecuencia de diferencias a nivel molecular que proporcionen 
una ventaja proliferativa a estas células. Esto fue observado cuando detectamos un 
mayor número de mutaciones de pronóstico adverso en el grupo de pacientes en 
recaída. Particularmente en nuestra serie, la mayoría de pacientes que no 
respondieron a fludarabina en los ensayos in vitro, presentaron mutaciones del gen 
TP53, lo que explicaría la refractariedad de los pacientes a este fármaco [107, 141]. 
Estos resultados estuvieron en concordancia con otros estudios publicados, que 
mostraron un aumento de las alteraciones moleculares que hemos estudiado, entre 
otras, en pacientes refractarios de LLC [159, 163, 164, 405-407].
La fludarabina induce la expresión de proteínas pro-apoptóticas de manera 
p53 dependiente, por tanto la pérdida de funcionalidad de este gen o de su principal 
activador ATM, altera la muerte celular por el efecto citotóxico del fármaco [142, 143]. 
De hecho, en nuestra serie, uno de los pacientes refractarios que no mostró alteración 
del gen TP53, presentó inactivación bialélica del gen ATM. Por otro lado, ATO a 
diferencia de fludarabina, presenta un efecto citotóxico no dependiente de p53, por 
tanto, la interacción de ambos fármacos representa un mecanismo de acción 
interesante para ser investigado en pacientes refractarios.
Los resultados que hemos obtenido por la acción citotóxica de ATO, estuvieron 
en concordancia con estudios previos in vitro, en los que ATO fue usado en terapias 
combinadas para otras neoplasias hematológicas, como se describe en el artículo III de 
este estudio [408-413]. Por otro lado, cuando estudiamos el efecto citotóxico de ATO y 
fludarabina, se describe por primera vez que una baja concentración de ATO en
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combinación con fludarabina incrementó el efecto citotóxico en las células de LLC de 
pacientes al diagnóstico y refractarios, en comparación al efecto individual de los 
fármacos.
Con el fin de analizar los posibles mecanismos biológicos que explican el mayor 
efecto citotóxico de la combinación de ATO y fludarabina, se estudiaron dos quinasas 
importantes en la supervivencia de las células de LLC, concretamente ERK y Akt [216, 
217, 228]. Hemos detectado que la fosforilación de ambas quinasas fue 
significativamente menor cuando ambos fármacos fueron administrados juntos. En un 
estudio previo, se demostró que en células de LLC, 3 pM de ATO disminuyó los niveles 
de Akt fosforilado, favoreciendo la apoptosis [403]. De forma similar, en varias 
publicaciones Akt se correlaciona con la acción de ATO, donde inhibidores de esta 
quinasa incrementan el efecto citotóxico de ATO en células mieloides y en otros tipos 
celulares [414-416]. Aunque la regulación de ERK por ATO parece ser más compleja 
[417], se deduce claramente de nuestros resultados que 1 pM de ATO combinado con 
fludarabina, puede disminuir significativamente los niveles de ERK fosforilado. Por lo 
tanto, es factible que el incremento apoptótico que se observó por la acción 
combinada de ambos fármacos en las células tumorales, fuera consecuencia de una 
desregulación de las vías de supervivencia asociadas a Akt y ERK. Estos resultados 
están en consonancia con diferentes estudios en LLC que describen la implicación de 
estas quinasas en mecanismos de resistencia a la apoptosis, tanto espontánea como 
inducida por agentes citotóxicos [418-421].
Así mismo, para obtener un mayor conocimiento de los mecanismos implicados 
en la acción de estos fármacos, se estudió la posible regulación de algunos miembros 
de la familia Bcl-2 conocidos por su implicación en mecanismos de supervivencia en la 
LLC. En este sentido, nuestros resultados mostraron que la expresión de las proteínas 
anti-apoptóticas Mcl-1 y Bcl-2, claramente disminuyen con el tratamiento combinado 
de ATO y fludarabina. Cabe destacar que Mcl-1 (y probablemente también Bcl-2) es 
una diana localizada en la cadena de señalización de Akt [422]. Además, el ratio con 
sus correspondientes proteínas pro-apoptóticas Bim y Bax, también disminuyeron por
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la acción de ATO con fludarabina. En conjunto, estos resultados sugieren que el 
incremento de la citotoxicidad observada en la combinación de ambos fármacos, 
afecta la regulación de vías críticas en la supervivencia celular. Cabe destacar que estas 
proteínas se caracterizan por ser importantes reguladores en el proceso de apoptosis y 
por su asociación con pronóstico adverso y quimiorefractariedad en la LLC [185, 192- 
196, 423]. De hecho, la modulación de estas vías no fue alcanzada por los fármacos 
individuales, lo que demuestra aún más la eficacia sinérgica de ATO y fludarabina. 
Además, nuestros resultados son comparables a publicaciones previas que han 
mostrado que ATO disminuyó los niveles de Mcl-1 en otras leucemias, como la 
leucemia mieloide aguda [424] o el mieloma múltiple [425], además de ser capaz de 
inducir proteínas anti-apoptóticas como Bax o Bim [426, 427].
La interacción entre las células de LLC y el microambiente tumoral, es 
importante por proporcionar señales de crecimiento y supervivencia que favorecen la 
resistencia frente a los fármacos [225, 226, 401]. Diferentes estudios muestran el papel 
fundamental del microambiente de la médula ósea, concretamente, se ha descrito que 
cultivos de las células de LLC con BMSCs, incrementan la resistencia apoptótica [230, 
246, 247]. De esta manera, para evaluar la combinación de ATO y fludarabina, se 
realizaron co-cultivos de células de LLC con células estromales. Se mostró que la 
combinación estudiada, actuó parcialmente sobre la resistencia que ejercen las células 
del estroma sobre las células de LLC. Un estudio reciente mostró que el cocultivo de 
células de LLC con células estromales induce la activación, en las células leucémicas, de 
diferentes vías entre las que se localizan PI3K/Akt y MEK/ERK. Además, en este mismo 
estudio mediante inhibidores específicos se mostró que PI3K y Akt, entre otros, pero 
no ERK, estuvieron implicados en la resistencia a ATO inducida por células del estroma
[428] . Sin embargo, otro estudio demostró que ERK estuvo implicado en la resistencia 
de las células de LLC a fludarabina en condiciones similares al microambiente tumoral
[429] . Frente a estas investigaciones que han estudiado el efecto de ATO y fludarabina 
de forma individual en la LLC, sería necesario realizar ensayos con inhibidores 
específicos de Akt y ERK para estudiar los mecanismos de resistencia en la 
combinación de ambos fármacos. Aunque nuestros resultados sobre ATO y fludarabina
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no muestren una fuerte acción sobre la resistencia del estroma, estas condiciones 
podrían ser estudiadas más ampliamente, teniendo en cuenta la baja concentración de 
ATO que se ha empleado en nuestro estudio.
En resumen, en nuestro trabajo hemos estudiado diferentes alteraciones 
moleculares y su influencia en el pronóstico de la LLC. Mediante un estudio caso 
control, evaluamos por primera vez en una cohorte de población española, la 
diversidad genética del gen VEGFA y su influencia en la predisposición, pronóstico y 
fisiopatología de la enfermedad. También hemos sido de los pocos trabajos en 
describir en etapas tempranas de la LLC, el impacto de las mutaciones del gen ATM en 
el pronóstico de pacientes con deleción l lq ,  destacando que hemos detectado que la 
inactivación bialélica del gen ATM conduce a un pronóstico adverso similar al de los 
pacientes con deleción p53. Además, mostramos por primera vez, como la 
combinación de bajas concentraciones de ATO con fludarabina, alcanzan un fuerte 
efecto sinérgico, sensibilizando a células resistentes, permitiendo investigar nuevas 
vías celulares en pacientes con LLC refractaria y alteraciones moleculares de 
pronóstico adverso. En conjunto, nuestros resultados muestran la importancia de 
estudiar nuevas combinaciones de fármacos que sean de utilidad en la investigación de 
vías celulares implicadas en la resistencia y quimio-refractariedad. Además, se 
identificaron marcadores pronósticos potencialmente útiles, que junto a otros 
parámetros, podrían ser beneficiosos en la práctica clínica para el establecimiento de 








1. La diversidad genética del gen VEGFA, para las variantes analizadas, no interviene 
en el desarrollo de la LLC en la población española.
2. El genotipo ACG+/+, formado por las variantes rs699947/rs833061/rs2010963 del gen 
VEGFA, es un marcador pronóstico adverso de supervivencia, independiente de otros 
parámetros y con capacidad para diferenciar al diagnóstico, subgrupos de diferente 
pronóstico clínico, en pacientes con parámetros de curso indolente.
3. La inactivación bialélica del gen ATM al diagnóstico, se asocia significativamente con 
un riesgo mayor de muerte comparado con otros factores de riesgo adverso 
clásicamente establecidos como la edad, estado IgVH-no mutado, estadio clínico 
avanzado y cariotipo complejo.
4. La detección de mutaciones del gen ATM en pacientes con deleción l l q  en etapas 
iniciales de la enfermedad, identifica un subgrupo de pacientes con una supervivencia 
menor similar a la de los pacientes con deleción p53.
5. Las alteraciones del gen BIRC3, SF3B1 y NOTCH1 detectadas al diagnóstico, no tienen 
impacto sobre la progresión clínica y la supervivencia.
6. La combinación de trióxido de arsénico y forodesina presenta una interacción de 
tipo aditivo en la evaluación del efecto citotóxico en cultivos in vitro de células de 
pacientes con LLC.
7. El trióxido de arsénico a bajas concentraciones potencia sinérgicamente el efecto 
citotóxico de fludarabina tanto en pacientes de reciente diagnóstico como en 
pacientes en recaída con alteraciones moleculares de pronóstico adverso.
8. El efecto citotóxico del trióxido de arsénico induce en células de LLC refractarias a 
fludarabina una menor activación de Akt y ERK, de las proteínas anti-apoptóticas 
Mcl-1 y Bcl-2 y una disminución parcial de la resistencia inducida por el estroma, 
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Ac, Acs: Anticuerpo, anticuerpos 
Ag, Ags: Antígeno, antígenos 
AT: Ataxia-telangiectasia
Apaf-1: Apoptosis protease-activating factor-1, factor 1 activador de proteasas de 
apoptosis
APRIL: A proliferation-inducing ligand, ligando que induce proliferación 
ATM: Ataxia telangiectasia mutated, mutado en ataxia telangiectasia 
ATO: Arsenic trioxide, trióxido de arsénico 
ATP: Adenosine triphosphate, adenosina trifosfato
Bad: Bcl-2-antagonist of cell death, antagonista de Bcl-2 en la muerte celular
Bak: Bcl-2-antagonist/killer-l, antagonista de Bcl-2/asesino-l
Bax: Bcl-2-associated X protein, proteína X asociada a Bcl-2
Bcl-2: B cell lymphoma protein 2, proteína 2 de linfoma de células B
Bcl-B: Apoptosis regulator Bcl-B/Bcl-2-like protein 10, regulador de la apoptosis Bcl-
B/proteína 10 similar a Bcl-2
Bcl-w: Bcl-2-like 2 protein, proteína 2 similar a Bcl-2
Bcl-xL: Bcl-2-related protein long form of Bcl-x, proteína relacionada con Bcl-2 forma 
larga de Bcl-x
BCR: B-cell receptor, receptor de célula B
Bfl-1: Bcl-2 related gene in fetal liver/Bcl-2-related protein A l, gen relacionado con Bcl- 
2 en hígado fetal
BH: Bcl-2 homology domain, dominio de homología a Bcl-2
Bid: BH3-interacting domain death agonist, dominio agonista de muerte que 
interacciona con BH3
Bim: Bcl-2-interacting mediator of cell death, mediador de muerte celular que 
interacciona con Bcl-2
BIRC3, Baculoviral IAP (Inhibitor of apoptosis protein) repeat-containing protein 3, 




BMSCs: Bone marrow stromal cells, células estromales de médula ósea
Bok: Bcl-2 related ovarian killer, asesino de ovario relacionado con la familia Bcl-2
BSA: Bovine serum albumin, albúmina de suero bovino
CD38: Cluster of differentiation 38, cluster de diferenciación 38
CoA: Coenzima A
GC: Germinal center, centro germinal 
dCK: desoxicitidina quinasa
dGMP, dGTP: deoxyguanosine triphosphate, desoxiguanosina trifosfato,
deoxyguanosine monophosphate, desoxiguanosina monofosfato
dGuO: 2'-desoxiguanosina
DMSO: Dimethyl sulfoxide, dimetilsulfóxido
DNA: Desoxyribonucleic acid, ácido desoxirribonucleico
ERK: Extracellular signal-regulated kinase, quinasa regulada por señales extracelulares
FBS: Fetal bovine serum, suero bovino fetal
FDCs: Follicular dentritic cells, células Dendriticas Foliculares
FITC: Fluorescein isothiocyanate, isotiocianato de fluoresceína
HBOC: Hereditary breast and ovarian cancer, cancer hereditario de mama y ovario
HRM: High resolution melting
HSCs: Hematopoietic stem cells, células madre hematopoyéticas
HSM: Somatic hypermutation, hipermutación somática
HWE: Hardy-Weinberg equilibrium, equilibrio Hardy-Weinberg
ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1, molécula 1 de adhesion intercelular
ICNl: Intracellular portion of NOTCHl, porción intracellular de NOTCHl
IFNy: Interferon gamma, interferon gamma
lg, Igs: Immunoglobulina, inmunoglobulinas
IgVH, M, UM: Immunoglobulin heavy-chain variable region, región variable de las 
cadenas pesadas de las Inmunoglobulinas, Mutated, mutado, unmutated, no mutado 
IL: Interleukin, interleuquina
JNK: Jun N-terminal kinase, quinasa de Jun en N-terminal 
LD: Linkage disequilibrium, desequilibrio de ligamiento 
LLC: Leucemia linfocítica crónica
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Abreviaturas
Lyn: Lck/Yes-related novel protein tyrosine kinase/Tyrosine-protein kinase Lyn, nueva 
proteína tirosinaquinasa relacionada con Lck/Yes/tirosina quinasa Lyn 
MAF: Minor allele frequency, frecuencia del alelo menor 
MAPKs: Mitogen-activated protein kinases, quinasas activadas por mitógenos 
MHC: Major histocompatibility complex, complejo mayor de histocompatibilidad 
Mcl-1: Myeloid cell leukemia sequence 1, secuencia 1 de leucemia de células mieloides 
MCL: Mantle Cell Lymphoma, linfoma de células del manto 
MDR: Minimal residual disease, enfermedad minima residual
MEK: Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1, quinasa 1 de 
especificidad dual de MAPK
MMP: Matrix metalloproteinase, metaloproteinasa de matriz 
MMP-9: Matrix Metalloproteinase-9, metaloproteinasa de matriz-9 
MSCs: Mesenchymal stromal cells, células estromales de origen mesenquimal 
NF-kB: Nuclear factor k B, factor nuclear k B
NGS: Next-generation sequencing, Secuenciación de nueva generación 
NLCs: Nurse-like cells, células nodriza (de estirpe mieloide)
NOTCFIl: Neurogenic locus notch homolog protein 1, proteína 1 homologa del locus 
neurogénico notch (de Drosophila melanogaster)
Noxa: Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, proteína 1 inducida por 
forbol-12-miristato-13-acetado (PMA)
OS: Overall survival, supervivencia global
PBS: Phosphate-buffered saline, tampón fosfato salino
PCR: Polymerase chain reaction, reacción en cadena de la polimerasa
SLP: Progression-free survival, supervivencia libre de progresión
PI: Propidium iodide, yoduro de propidio
PI3K: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase, quinasa de fosfatidilinositol-4,5- 
bifosfato
PTEN: Phosphatase and tensin homolog, fosfatasa y homólogo de tensina
Puma: TP53 upregulated modulator of apoptosis/Bcl-2 binding component 3,
modulador de la apoptosis




ROS: Reactive oxygen species, especies reactivas de oxígeno
SF3B1: Splicing factor 3b, subunit 1; subunidad 1 del factor de splicing 3b
SNP: Single Nucleotide Polymorphism, polimorfismo de nucleótido único
STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3, transductor de señales y
activador de la transcripción 3
TBS: Tris-buffered saline, tampon tris salino
TBS-T: TBS-0.1% Tween®20
TCR: T-cell receptor, receptor de células T
TNF: Tumor necrosis factor, factor de necrosis tumoral
TNFR: Tumor necrosis factor receptor, receptor del factor de necrosis tumoral 
TNF-a, Tumor necrosis factor alpha, factor de necrosis tumoral alfa 
TP53: Cellular tumor antigen p53, antigeno tumoral celular p53 
T-PLL: T-cell prolymphocytic leukemia, leucemia prolinfocítica de células T 
TTFT: Time to first treatment, tiempo al primer tratamiento
VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule 1, molécula 1 de adhesion de células 
vasculares
VEGF: Vascular endothelial growth factor, factor de crecimiento del endotelio vascular 
VEGFR2: Vascular endotelial growth factor receptor 2, receptor 2 del factor de 
crecimiento del endotelio Vascular
XIAP: X-chromosome-linked IAP, proteína inhibidora de la apoptosis (lAP) ligada al 
cromosoma X
ZAP-70: 70 kDa ^-associated protein, proteína asociada  ^de 70 kDa
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